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 RESUMO 
 
As lagoas das Salinas do Norte de Peru são geoformas, caracterizadas por depressões ou 
subsidências da costa do Oceano Pacífico. São considerados ambientes extremófilos e 
halofílicos devido à presença de sais na água e no solo, sendo os principais os cloretos, 
seguidos de sulfetos, bicarbonatos, brometos de magnésio, cálcio e potássio. O cloreto de 
sódio, comercialmente chamado de sal, é explorado pela população que vive nessas áreas. O 
presente estudo teve por objetivo isolar, caracterizar taxonomicamente bactérias presentes nas 
lagoas Salinas de Mórrope e Bayovar e avaliar a atividade antiproliferativa dos extratos brutos 
e suas frações destes micro-organismos frente a diferentes linhagens tumorais. Foram isoladas 
211 bactérias, das quais 166 foram reativadas e caracterizadas morfologicamente e 50 foram 
identificadas por sequenciamento e análise filogenética do gene RNA ribossomal 16S. A 
identificação molecular agrupou as bactérias nos gêneros Streptomyces (n=39), 
Pseudonocardia (n=3), Staphylococcus (n=4), Pseudomonas (n=2) e Bacillus (n=2). Foram 
obtidos 23 extratos brutos a partir do crescimento microbiano e extração líquido-líquido com 
o solvente acetato de etila (AcOEt) para os testes antiproliferativos com Sulforodamina B 
(SRB) frente à linhagens tumorais. Os isolados M-92, B-146, B-81 e B-8 pertencem ao gênero 
Streptomyces e mostraram resultados promissores frente às células tumorais, U251 glioma; 
MCF7 mama; NCI-H460 pulmão tipo de não pequenas células. Para a amplificação da escala, 
fracionamento, isolamento e identificação de substâncias bioativas foram selecionados os 
isolados M-92, B-146, B-81 crescidos em três diferentes meios de cultura, NB, ISP2 e R2A, 
destes o meio R2A apresentou os melhores resultados em termos de atividade 
antiproliferativa, entretanto, o maior rendimento em massa foi obtido do meio ISP2. O extrato 
bruto e as frações do isolado B-81 foram avaliados por sua potencialidade em relação à 
atividade antiproliferativa frente a um painel de nove linhagens tumorais, U251 glioma; 
MCF7 mama; NCI-H460 pulmão tipo de células não pequenas, UACC-62 melanoma, NCI-
ADR/RES ovário resistente a múltiplos fármacos, 786-O adenocarcinoma rim, OVCAR-03 
ovário, HT-29 cólon e K562 leucemia, e uma não tumoral, HaCaT queratinócito, sendo a 
fração 3 (MeOH 100%) e a fração 4 (MeOH-AcOEt) as mais ativas. O perfil químico do 
extrato bruto e das frações do isolado B-81 foi investigado por UHPLC-MS e ESI-MS/MS e 
as moléculas detectadas por razão massa-carga (m/z) foram desreplicadas sendo possível  
sugerir a presença de substâncias descritas na literatura como Benastatin A, Phoslactomycin 
C, Actinomycin A, Asparenomycin A, Azinnomycin B, entre outras; biomoléculas já 
 documentadas, além de novas moléculas que podem pertencer a outras classes químicas de 
compostos presentes nas actinobactérias do gênero Streptomyces. Os resultados obtidos neste 
estudo demonstraram que o ambiente halofílico representa uma fonte promissora de 
microorganismos capazes de produzir novos compostos com potencial antiproliferativo. 
 ABSTRACT 
 
The Salinas lagoons of the North of Peru are geoforms, characterized by depressions or 
subsidence of the coast of the Pacific Ocean. Saline are considered as extremophilic and 
halophilic environments due to the presence of salts in water and soil, the main ones being 
chlorides, followed by sulfides, bicarbonates, bromides of magnesium, calcium and 
potassium. Sodium chloride, commercially called salt, is exploited by the population living in 
these areas. The present study aimed to isolate and taxonomically characterize bacteria 
present in the Salinas de Mórrope and Bayovar lagoons and to evaluate the antiproliferative 
activity of the crude extracts and their fractions of these microorganisms against different 
tumoral strains. 211 bacteria were isolated, of which 166 were reactivated and characterized 
morphologically and 52 were identified by sequencing and phylogenetic analysis of the 16S 
ribosomal RNA gene. The molecular identification grouped the bacteria in the genera 
Streptomyces (n = 39), Pseudonocardia (n = 3), Staphylococcus (n = 4), Pseudomonas (n = 2) 
and Bacillus (n = 2). Twenty-three crude extracts were obtained from the microbial growth 
and liquid-liquid extraction with the ethyl acetate solvent (AcOEt) for antiproliferative tests 
with Sulforodamine B (SRB) against tumor lines. The isolates M-92, B-146, B-81 and B-8 
belong to the genus Streptomyces and showed promising results against tumor cells, U251 
glioma; MCF7 breast; NCI-H460 non-small cell lung type. The isolates M-92, B-146, B-81 
grown in three different culture media, NB, ISP2 and R2A were selected for the amplification 
of the scale, fractionation, isolation and identification of bioactive substances. Results in 
terms of antiproliferative activity, however higher mass yield was obtained from the ISP2 
medium. The crude extract and fractions of the B-81 isolate were evaluated for their potential 
against antiproliferative activity against a panel of nine tumor lines, U251 glioma, MCF7 
breast, NCI-H460 non-small cell lung, UACC-62 melanoma, NCI-ADR / RES multidrug 
resistant ovary, 786-adenocarcinoma kidney, OVCAR-03 ovary, HT-29 colon and K562 
leukemia, and a non-tumor, HaCaT keratinocyte, fraction 3 (MeOH 100%) and fraction 4 
(MeOH-AcOEt) the most active. The chemical profile of the crude extract and fractions of the 
B-81 isolate was investigated by UHPLC-MS and ESI-MS / MS and the molecules identified 
by m/z were de-replicated It is possible to suggest the presence of substances described in the 
literature such as Benastatin A, Phoslactomycin C, Actinomycin A, Asparenomycin A, 
Azinnomycin B, among others; biomolecules already documented, as well as new molecules 
that may belong to other chemical classes of compounds present in the actinobacteria of the 
 genus Streptomyces. The results obtained in this study demonstrated that the halophilic 
environment represents a promising source of microorganisms capable of producing new 
compounds with antiproliferative potential. 
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1.  INTRODUÇÃO  
 
O Peru tem ambientes extremos como as Salinas que se localizam na costa e no centro 
do país. Nestas regiões são diversos os ecossistemas e micro habitats, dos quais faltam 
estudos e pouco se conhece sobre a diversidade de actinobactérias e de outros micro-
organismos. Concomitante a isso, ainda são poucas as informações documentadas em artigos 
científicos, sobre as substâncias isoladas e suas atividades biológicas de produtos naturais 
isolados de micro-organismos de ambientes salinos, a diversidade do ambiente marinho têm 
sido reportados em estudos no Perú (LEON et al., 2016). 
As actinobactérias são bactérias Gram-positivas, com alto conteúdo de G+C que em sua 
maioria habitam o solo, entretanto, esses micro-organismos também são encontrados em 
diferentes lugares desenvolvendo-se até em ambientes de extrema salinidade tais como: solos 
salinos, lagoas de sal e oceanos. Isto ocorre devido ao fato de que estas bactérias têm a 
capacidade de sintetizar metabólitos secundários como solutos compatíveis para enfrentar 
condições de alta salinidade e as diferentes temperaturas presentes neste tipo de ambiente 
(SURAJIT-DAS et al., 2006; RAMIREZ et al., 2006). Na natureza os nutrientes são em geral 
introduzidos de uma forma intermitente, havendo uma alternância de períodos de “fartura” 
(aparecimento de um peixe morto ou de restos de folhas) com períodos de privação de 
nutrientes. As condições naturais raramente se assemelham às ótimas condições estudadas em 
laboratório, assim na natureza o metabolismo dos micro-organismos funciona em “on-off” em 
função das condições físico-químicas e nutritivas disponíveis (NICOLAU, 2016). 
A identificação e o sequenciamento de genomas de actinobactérias marinhas 
demonstraram a grande capacidade metabólica destes gêneros em sintetizar metabólitos 
secundários que são fontes ricas de diversas substâncias para aplicação farmacológica e 
industrial, incluindo enzimas, inibidores enzimáticos e agentes anticancerígenos (UDWARY, 
2007; PRUDHOMME, 2008). A busca deste tipo de micro-organismo tem sido relacionada 
principalmente com a produção de antibióticos e substâncias antitumorais. São cerca de 
22.500 substâncias biologicamente ativas obtidas de micro-organismos, sendo 45% 
representadas por actinomicetes, sendo os Streptomyces os produtores de 70% deles 
(HAYAKAWA et al., 2007; VALLIPAN et al., 2014). Segundo LAM et al., (2006) existem 
novas actinobactérias de habitats ainda não explorados ou pouco explorados sejam fonte de 
novos metabólitos secundários bioativos. 
A partir dos anos 50 a luta contra o câncer se intensificou com a incorporação de 
diferentes compostos de origem sintética ou de origem natural para o tratamento deste tipo de 
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doença. Compostos como Dolastatina, Trabectedina, Ziconotideo, entre outros, representam 
novas classes de fármacos (HARVEY, 2008; NEWMAN e CRAGG, 2016). Alguns destes 
fármacos já são utilizados na clínica médica, como por exemplo, o endoxifeno utilizado no 
tratamento do câncer de mama (PONCIANO et al., 2012), a mitomicina C usada no 
tratamento de ablação corneana (WALLAU et al., 2005) e a doxorubicina que é uma droga 
sintética que vem sendo utilizada utimamente no tratamento de câncer de mama e de linfomas 
(INCA, 2016). A doxorubicina provém de um composto derivado da Daunorubicina 14-
hidroxilada, que originalmente foi isolado de Streptomyces peucetius subesp. caesius ATCC 
27952, cujo mecanismo de ação está na intercalação do DNA, impedindo sua replicação. 
(FORNARI et al., 1994). 
Aproximadamente 60% das drogas para o tratamento de câncer tiveram sua origem a 
partir de produtos naturais (IMHOFF, ANTJE e WIESE, 2011; LI, 2015). Desta forma, o 
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial antiproliferativo das bactérias isoladas 
das lagoas Salinas do norte do Peru visando selecionar extratos brutos e/ou compostos 
promissores a partir de tais micro-organismos para ensaios futuros como novas drogas para o 
tratamento de câncer. 
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2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1.  Ambientes extremos: salinas e sedimentos marinhos 
 
As Salinas do Peru são originadas de formações geomórficas, também denominadas 
depressões, as quais são definidas como afundamentos do litoral do Oceano Pacífico, sendo 
do tipo bacia Endorreica, cuja água não tem saída superficialmente por rios até o mar, ou seja, 
uma bacia hidrográfica sem saída. Considerando-se que a formação da depressão foi iniciada 
após uma abrasão marinha no período quaternário, como por exemplo o Tablazo de Mancora 
(CALDAS,1980; CHEREQUE 1980; GUEVARA 1991, MORON et al., 2007) é considerado 
uma das maiores depressões do noroeste peruano que existe desde o pleistoceno. Estas 
depressões estão delimitadas por uma escarpa e têm um perímetro que varia entre 14 e 19 Km 
aproximadamente, com diferentes dimensões, chegando em alguns casos até 1 metro de 
profundidade (IMARPE, 2007). Devido ao isolamento geográfico, estes ambientes são 
considerados ambientes extremófilos e proporcionam populações diversas e metabolicamente 
ativas (Figura 1). 
Os principais componentes das salinas são os sais de cloretos (componente majoritário), 
seguidos de sulfetos, bicarbonetos, carbonetos, brometos de sódio, magnésio, cálcio e 
potássio; resultando num ambiente pobre do ponto de vista nutritivo, tanto em nutrientes 
inorgânicos como em carbono orgânico, o que consiste num fator limitante e determinante da 
produtividade do sistema em termos de biomassa. 
Estes tipos de ambiente pouco explorados em comparação com o terrestre são os 
ambientes extremófilos. O termo extremófilo foi usado pela primeira vez por MACELROY 
em 1974, é um termo relativo aos ambientes que abrigam organismos que podem crescer em 
sistemas naturais com altas concentrações de sais, temperaturas, pressão, etc. O primeiro 
actinomiceto capaz de crescer em concentrações elevadas de salinidade foi o isolado 
denominado Actinopolyspora halophila (GOCHNAUER et al., 1975). Posteriormente 13 
espécies pertencentes ao mesmo gênero foram descritas, sendo no total de 15 membros que 
compõem este grupo (NINFA et al., 2006). 
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                 Figura 1. Salina Bayovar conhecida como mina de fosfatos do Pacifico. Fonte BISA, 2012. 
 
Este tipo de ambiente extremófilo pode abrigar diferentes classes de microorganismos, 
tendo em conta que estes são ubíquos na natureza, podendo ser encontrados em todo tipo de 
habitats, caraterizados pelas mais diversas condições (diferentes condições de pH, 
temperaturas, pressão, salinidade, condições nutritivas, de radiação, etc.). Outra característica 
típica das salinas é que estas podem estar localizadas em baixa ou elevada altitude, tais 
condições somadas às características demográficas e fisiológicas diferentes tornam-se tóxicas 
ou inibitórias para a grande maioria das formas de vida existentes. 
Esses ambientes extremos favorecem o desenvolvimento de microorganismos 
metabolicamente competitivos, que podem realizar processos essenciais, como o ciclo de 
carbono, a transferência de metais e a remoção de poluentes orgânicos para níveis tróficos 
mais elevados (FIEDLER et al., 2005; BLUNT et al., 2007), o que não é surpreendente dada a 
capacidade única desse grupo microbiano para produzir novos produtos, principalmente 
antibióticos (BERDY, 2005; STROHL, 2004).  
O número e variedade desses procariotos podem ser influenciados expressivamente pela 
localização geográfica, temperatura, pH, umidade, aeração, tipo de solo, vegetação, conteúdo 
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de matéria orgânica, disponibilidade de nutrientes, e atividades agrícolas (ARIFUZZAMAN 
et al., 2010). 
Por outro lado, pela comparação em similaridade na composicação de sais presentes nos 
oceanos, estes também são considerados ambientes altamente complexos sendo o habitat de 
uma diversa quantidade de micro-organismos que sobrevivem com variações extremas de 
pressão, salinidade e temperatura. Considerando que os oceanos cobrem cerca de 70% da 
superfície da Terra, os micro-organismos marinhos podem representar um conjunto complexo 
e diversificado de formas de vida microscópicas, que ainda não foram descobertas (BERNAN 
et al., 2004). 
Além disso, o isolamento de actinobactérias marinhas tem sido uma grande fonte de 
novos compostos e seu isolamento ao redor do globo, a partir de sedimentos superficiais e 
sedimentos mais profundos, demonstrou que estão presentes em sedimentos marinhos, 
levando-os à descoberta e nova classificação de micro-organismos. Entretanto, uma das 
principais dificuldades associada à busca destas formas de vida microscópicas marinhas é o 
problema no cultivo destes micro-organismos que muitas vezes, exigem requisitos 
específicos, como o sal do mar, para o seu crescimento, especialmente para os micro-
organismos halófilos obrigatórios (HONG et al., 2009). 
Nos últimos anos, os estudos de bioprospecção em sedimentos marinhos e ambientes 
extremófilos revelaram fontes potenciais para o isolamento de actinobatérias produtoras de 
novos metabólitos (REDDY et al., 2011). O crescente número de novos metabólitos de micro-
organismos marinhos relatados anualmente mostra que esses habitats são uma fonte 
promissora de produtos naturais comercialmente significativos (FAULKNER, 2001; 
BATTERSHILL et al., 2005; GEBRESELEMA et al., 2013).  
O sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S é um poderoso método para a  
elucidação das relações genéticas entre organismos procariotos. Embora a região 16S do gene 
RNA ribossomal seja altamente conservada entre os procariotos, estas sequências contêm 
regiões variáveis adequadas para distinguir taxa (STACH, 2003). Novas espécies marinhas 
estão sendo reportadas como pertencentes ao grupo Streptomyces e ao gênero 
Micromonospora por meio de análises da região do gene RNA ribossomal 16S 
(MALDONADO, 2009). 
2.2.  Bactérias produtoras de metabólitos secundários 
 
Desde os trabalhos pioneiros de Waksman na primeira metade do século XX até 
atualmente, milhares de actinobactérias já foram isoladas e identificadas. Diferentes meios de 
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cultivo foram desenvolvidos, apesar de muitos não serem necessariamente seletivos e de sua 
escolha essencialmente depender do foco das pesquisas, as quais a princípio objetivavam 
exclusivamente a seleção de estreptomicetos produtores de substâncias antibióticas (NOLAN 
e CROSS 1988; WATVE et al., 2001). 
As actinobactérias se sobressaem entre os micro-organismos que proveram 
historicamente um vasto número de antitumorais de uso clínico, desde a descoberta da 
actinomicina por WAKSMAN e WOODRUFF nos anos 1940, e posteriormente com a 
descoberta das antraciclinas (daunorrubicina, doxorrubicina), glicopeptídeos (bleomicina e 
actinomicina D), ácidos aureólicos (mitramicina), enedinas (neocarzinostatina), 
antimetabólitos (pentostatina), carzinofilina, mitomicinas e outros (DEMAIN, 1998, SALAS e 
MÉNDEZ 1998; GORDALIZA 2007; OLANO et al., 2009). Assim, as actinobactérias vêm 
sendo foco de estudos em diferentes países como o apresentado por Meena e colaboradores 
(2013) que relataram 26 diferentes colônias de actinobactérias, as quais foram isoladas do 
sedimento marinho nas Ilhas Nicobar e Andamão, na Índia. 
O filo Actinobacteria é composto principalmente de micro-organismos Gram positivos 
com alto teor de G+C (60 % a mais no DNA genômico) e constitui um dos maiores filos 
dentro do domínio Bacteria. As morfologias das espécies de actinobactérias variam, sendo do 
tipo de forma cocóide como por exemplo, os membros do gênero Micrococcus  65-75% ou de 
bastonete cocóide como os membros do gênero Arthrobacter 59-66%, com a fragmentação na 
forma de hifas, presentes nos membros do gênero Nocardia 68-72% ou micélios ramificados 
altamente diferenciados, como os Streptomyces 68-72%, a formação de esporos, embora não 
seja comum sua ubiquidade entre as actinobactérias, podendo variar de zoósporos móveis a 
propágulos especializados (HUTTER e ERCKHARDT 1988; PIRET e DEMAIN 1988; 
BENTLEY e PARKHILL 2004; SCHREMPF 2006; VERMA et al., 2013). 
A classe Actinobacteria é a mais extensivamente estudada, contando com mais de 80% 
de todas as famílias e gêneros de actinobactérias descritos até então (Figura 2) (GAO e 
GUPTA, 2012).  
Na lista da nomenclatura de nomes procariotas estabelecidos no banco de dados que 
lista os nomes de procariotas J.P. EUZÉBY (LPSN; http://www.bacterio.cict.fr) (Figura 2A); 
o filo Actinobacteria está dividido em cinco subclasses, ou seja; Actinobacteridae, 
Acidimicrobidae, Coriobacteridae, Nitriliruptoridae e Rubrobacteridae. Estas subclasses estão 
subdivididas em diferentes ordens e subordens, assim 47 das 57 famílias são parte de uma 
única subclasse, Actinobacteridae, enquanto as outras quatro subclasses juntas contêm apenas 
10 famílias. De acordo com a classificação (Figura 2B) proposta no Bergey’s Manual of 
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Systematic Bacteriology com base de estudos do gene RNA ribossomal 16S, o filo engloba 
seis classes, Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptorales, Rubrobacteria e 
Thermoleophilia, eliminando as classificações de subclasses e subordens sendo só validadas 
em classes e ordens respectivamente sendo um total de 15 ordens, incluindo as duas ordens 
anteriormente propostas Actinomycetales e Bifidobacteriales. No entanto, a ordem 
Actinomycetales está agora restrita aos membros da família Actinomycetaceae, e as 
subordens que anteriormente eram parte desta, agora são designadas como ordens distintas 
com mais de 55 famílias, 240 gêneros e inúmeras espécies (LU e ZHANG, 2012; VERMA et 
al., 2013). 
Enquanto os nutrientes suficientes estiverem disponíveis, o crescimento microbiano 
deve prevalecer sobre o desenvolvimento da produção de metabólitos, o qual ocorre durante a 
escassez de nutrientes e esporulação subseqüentes. A dispersão de esporos é essencial para a 
sobrevivência da progênie. Os sinais que desencadeiam tais eventos devem ser 
inconfundíveis, e a N-acetilglucosamina (GlcNAc) atende a este propósito (RIGALI et al., 
2008). 
Na natureza, a GlcNAc pode ser obtida a partir da hidrólise do polímero natural pelo 
sistema quitinolítico, ou pela hidrólise das paredes celulares dos micro-organismos. A 
GlcNAc é uma fonte favorável de C e N que representa um constituinte principal do 
peptidoglicano da parede celular, sob condições nutricionais precárias se acelera o início do 
desenvolvimento e produção de antibióticos, sugerindo que, nessas condições GlcNAc 
sinaliza o estresse nutricional. Por outro lado, em meios ricos, maiores concentrações de 
GlcNAc bloqueiam o desenvolvimento e a produção de antibióticos, induzindo resposta típica 
do crescimento vegetativo (COLSON et al., 2007). Essas observações sugerem que os 
antibióticos são realmente usados como armas na natureza, este conceito contrasta com 
estudos que sugerem que os antibióticos atuam como sinais de comunicação intercelular 
(ROMERO et al., 2011). 
Quando ocorre depleção de nutrientes, o micélio vegetativo é degradado autoliticamente 
por um mecanismo de morte celular programada (PCD) para adquirir os blocos de construção 
necessários para erguer uma segunda massa de micélio aéreo (WILDERMUTH 1970; 
MIGUELÉZ et al., 1999). 
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Figura 2. A. Clasificação do filo Actinobacteria proposto no banco de dados baseado na Nomenclatura de 
nomes para procariotas (LPSN; http://www.bacterio.cict.fr) B. Taxonomia do filo Actinobacteria proposta 
conforme o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Adaptado de GAO e GUPTA 2012). 
 
Os membros deste grupo taxonômico das Actinobacterias mostram uma notável gama 
de morfologias. Estes incluem organismos que formam cocos, como Dermacoccus e 
Micrococcus, hastes curtas como, Mycobacterium e Tropheryma, bastonetes irregulares como 
Mycetocola, bastonetes e cocos como por exemplo, Arthrobacter e Brevibacterium, micélios 
que fragmentam em elementos cocóides como os gêneros Nocardia e Oerskovia. Outros 
mostram uma extensa diferenciação morfológica que vão desde hifas ramificadas com esporos 
como os Micromonospora até vesículas de esporos como por exemplo, os Actinoplanes e 
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Dactylosporangium (RAJA et al., 2010). Boa parte dos representantes desse filo são capazes 
de crescer nos meios bacteriológicos laboratoriais convencionais. Alguns gêneros claramente 
necessitam de formulações especiais para auxiliar na esporulação e produção de pigmentos, 
No entanto, conjectura-se que meios nutricionalmente “pobres” sejam os melhores para 
estudos de morfologia (HOLT et al., 1994). O emprego de técnicas de diluição seriada 
mostra-se mais adequado durante o procedimento de isolamento, principalmente para 
contagem de colônias, apesar de haver obstáculos evidentes do ponto de vista técnico 
(WILLIAMS e DAVIES 1965; WELLINGTON e TOTH 1994).  
Há aqueles que formam um micélio ramificado aéreo com hifas que se diferenciam em 
cadeias curtas ou longas como por exemplo, os gêneros Actinomadura e Streptomyces ou 
esporos em vesículas como Planobispora e Streptosporanigium (GARRITY et al., 2004), cujo 
cultivo em ágar geralmente demonstra colônias abundantes, de consistência firme e 
fortemente aderidas ao substrato. 
Acredita-se que a extensão da parede celular como hifas ramificadas seja responsável 
pelo crescimento. A periferia das colônias pode acumular diferentes materiais de reserva 
energética, como glicogênio, lipídeos e polifosfato (GOODFELLOW et al., 1984; LOCCI e 
SHARPLES, 1983). A fermentação de culturas de actinobactérias necessita de aeração e 
agitação a altas velocidades com a incubação sob agitação para um crescimento máximo e 
contínuo. Nessa forma de cultivo, o propágulo ou parte do micélio poderá germinar, 
entrelaçar-se, elongar-se e depositar-se como pequenos grumos ou partículas vegetativas 
(HOLT et al., 1994). 
Algumas espécies de actinobactérias podem se reproduzir por fragmentação das hifas 
como o gênero Nocardia, ou a reprodução é feita através de esporos assexuados do tipo de 
conidiósporos ou esporangiósporos, sendo os esporos móveis ou não e normalmente formados 
quando os nutrientes são limitados (FLÄRDH e BUTTNER, 2009). O International 
Streptomyces Project (ISP), a primeira iniciativa que tentou uniformizar um conjunto padrão 
de características morfofisiológicas para a categorização de actinobactérias, apresenta uma 
diversidade de métodos padronizados e até hoje empregados para as análises 
morfofisiológicas desses procariotos (SHIRLING e GOTTLIEB 1966; GOODFELLOW, 
1989). 
As actinobactérias continuam sendo um grupo amplo de micro-organismos descritos 
como grandes produtores de substâncias bioativas de alto valor econômico e biotecnológico 
que sintetizam e excretam enzimas extracelulares e milhares de produtos metabólicos. São 
responsáveis pela produção de cerca da metade das descobertas de metabólitos secundários 
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bioativos, tais como antibióticos, (BERDY, 2005), agentes antitumorais (CRAGG et al., 
2005) e imunossupressores (MANN, 2001). Compostos naturais produzidos por micro-
organismos, especialmente do Filo Actinobacteria, têm sido amplamente estudados para 
desenvolver a maioria das drogas antibacterianas utilizadas pela indústria farmacêutica 
(BERNAN et al., 2004; BERDY, 2005). 
O avanço na descoberta de medicamentos a partir de actinomicetos, é devido a 
utilização de metodologias de “screening” de alto rendimento, de fermentação, de 
sequenciamento e de biossíntese combinatória para gerar novos metabólitos secundários 
relacionados aos fármacos existentes (BALTZ, 2008). 
O sequenciamento e análises filogenéticas do gene RNA ribossomal 16S atualmente 
exercem o mais importante papel na identificação de actinobactérias, especialmente em níveis 
de classificação mais elevados, na circunscrição de gêneros e na descoberta de novas espécies. 
Contudo, algumas desvantagens já foram verificadas no emprego extensivo desse marcador 
molecular, especialmente quanto ao desgaste em reajustes contínuos das relações 
supragenéricas com a adição concomitante de novo taxa. Preconiza-se também o acoplamento 
de outros métodos de tipagem molecular microbiana com a consolidada estratégia de 
taxonomia polifásica, além da gradativa ascensão de metodologias avançadas, como  a 
espectrometria de massas de pirolisados celulares, a qual consiste na degradação térmica dos 
materiais e podem transformar e tornar extraordinariamente rápida a seleção de profícuos 
isolados desses organismos. A pirólise como método degradativo de caracterização da matéria 
orgânica permite: compor um mapa das unidades estruturais (i.e., dos quais os biopolímeros 
são originados),  identificar mudanças na sua composição e ainda validar ou negar os 
inúmeros modelos de estrutura química propostos para essas substâncias  (SCHLEIFER e 
STACKEBRANDT, 1983; SANGLIER et al., 1992; CANELAS e SANTOS, 2005; 
GOODFELLOW e FIEDLER 2010; KHANNA et al., 2011). 
Estima-se que mais de 53 genomas de actinobactérias já tenham sido sequenciados e 
anotados, sendo uma parte expressiva da ordem Actinomycetales. Os genomas podem ser 
tanto circulares, como dos gêneros Mycobacterium e Corynebacterium, como lineares como o 
da espécie Streptomyces coelicolor, e variar quanto ao seu tamanho total, com dimensões 
diminutas como 0,9 Mbp a exemplo da espécie Tropheryma whipplei até aqueles maiores que 
11,9 Mbp como Streptomyces bingchenggensis. Além disso, a soma de genes que codificam 
proteínas pode variar desde 1605 como em Mycobacterium leprae a 8903 como em 
Streptomyces scabies. Como já foi observado, um agrupamento comum dos genes relativos à 
geração de enzimas anabólicas, proteínas de resistência, e sistemas regulatórios ativos na 
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formação de produtos naturais microbianos, o sequenciamento e as análises funcionais dos 
genomas dessas bactérias têm sido ferramentas poderosas, não somente para estudos de 
sistemática e evolução, como também para identificar grupos de segmentos gênicos 
biossintéticos associados com a expressão de metabólitos já conhecidos e outros que ainda 
estão no processo de identificação (NETT et al., 2009; ALAM et al., 2011; KURTBOKE, 
2012; VERMA et al., 2013). Conseqüentemente, nota-se com a irrefreável explosão da 
genômica nos últimos anos, que em um futuro próximo o sequenciamento completo de 
genomas desses procariotos irá reger o processo de reconhecimento dos isolados. 
A caracterização taxonômica das actinobactérias, especialmente as produtoras de 
metabólitos bioativos, é um aspecto muito importante para a seleção de compostos com ação 
farmacológica, desde o aproveitamento da enorme biodiversidade microbiana na fase de 
isolamento até a manipulação da ampla variedade química das biomoléculas microbianas 
(PIRET e DEMAIN 1988; ADEGBOYE e BABALOLA 2012; KURTBOKE 2012). 
As actinobactérias estão amplamente distribuídas em habitats aquáticos e terrestres, 
incluindo habitats extremos, como sedimentos profundos (PATHOM-AREE et al., 2006) e 
solos desérticos hiperáridos (OKORO et al., 2009). Micro-organismos que foram isolados de 
ambientes marinhos apresentaram resultados promissores frente às avaliações com células 
tumorais, resultando finalmente em compostos antitumorais com atividades farmacológicas 
interessantes, as quais não são observadas em micro-organismos terrestres. As diferenças 
podem ter sido desenvolvidas para a sobrevivência em condições extremas ou talvez devido 
às relações íntimas com outros organismos eucarióticos marinhos (FENICAL et al., 2006; 
MAIER et al., 2009; BLUNT et al., 2007; WILLIAMS et al., 2009). 
 
2.3.  Ecologia química microbiana 
 
Os metabólitos primários (nucleotídeos, aminoácidos, monossacarídeos, ácidos graxos e 
vitaminas) constituem os produtos do metabolismo celular normal (primário), os quais em 
uma série de reações enzimáticas, são convertidos em macromoléculas essenciais (ácidos 
nucléicos, proteínas, polissacarídeos e lipídeos). As reações da trofofase (“fase de 
crescimento”) são finalmente balanceadas e os intermediários formados raramente se 
acumulam; por consegüinte o metabolismo secundário ou idiofase (“fase de produção”) 
engloba processos biossintéticos que originam os denominados metabólitos secundários, 
substâncias que aparentemente não são cruciais para o desenvolvimento e reprodução dos 
organismos produtores. Comumente possuem levada variedade estrutural e baixo peso 
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molecular, são frequentemente formados como misturas de compostos de membros 
relacionados a uma classe química e são encontrados em organismos não filogeneticamente 
relacionados, sendo assim produzidos por bactérias, fungos, algas, corais, esponjas, plantas e 
alguns animais inferiores (MARTIN e DEMAIN 1980; MAPLESTONE et al. 1992; BETINA, 
1995; DEMAIN e FANG 2000). 
Drogas derivadas da natureza, especialmente as produzidas por micro-organismos, 
possuem elevada complexidade estérica com muitos centros quirais presentes. Usualmente, 
são mais polares que outras drogas, têm características estruturais únicas e não são 
encontradas em compostos sintéticos. As estruturas dos metabólitos produzidos por 
actinobactérias destacam-se como as mais multiformes e singulares, o que reflete uma 
peculiar maquinaria biossintética (BÉRDY, 2012). 
A diversidade química e as estruturas incomuns são representadas pelas classes de 
compostos orgânicos ao quais eles podem pertencer, incluindo: aminoaçúcares, quinonas, 
cumarinas, epóxidos, alcalóides, glutarimidas, glicosídeos, derivados do indol, lactonas, 
macrolídeos, naftalenos, nucleosídeos, peptídeos, fenazinas, poliacetilenos, polienos, pirróis, 
quinolinas, terpenóides e tetraciclinas (MARTIN e DEMAIN 1980; EDREVA et al., 2008). 
A capacidade anabólica dos micro-organismos, especialmente das actinobactérias, 
parece ser inesgotável. Esses seres podem gerar novas moléculas por extensiva ramificação e 
uma sucessão de reações promovidas por diferentes enzimas, como condensações, 
alquilações, oxidações, isomerizações em simples “decorações estruturais” (BÉRDY, 2012). 
O metabolismo secundário é geralmente acarretado pela exaustão de nutrientes do meio, 
biossíntese ou adição de um indutor e/ou decréscimo na taxa de crescimento. Esses eventos 
geram sinais que incitam uma série de cascatas regulatórias as quais resultam nas 
diferenciações químicas (idiofase) e morfológicas (morfogênese) (DEMAIN, 1998). 
Comumente, os precursores dos metabólitos secundários são intermediários das rotas 
centrais ou dos metabólitos primários, como o acetil-coA, o malonil-coA, o fosfoenolpiruvato, 
o piruvato e os alfa-aminoácidos hidrofóbicos. A complexidade genética associada ao 
anabolismo dessas pequenas biomoléculas ultrapassa a existente para os metabólitos 
primários e frequentemente, os produtores têm uma significativa porcentagem do genoma 
cromossômico dedicada à codificação da informação necessária à biossíntese desses 
metabólitos (MALIK, 1980; MAPLESTONE et al., 1992; HASLAM, 1994). Os mecanismos 
de regulação do anabolismo dessas biomoléculas são complexos e ainda pouco elucidados, 
porém percebe-se uma influência direta do metabolismo primário sobre o secundário e vice-
versa, não podendo admitir-se que ambos os processos sejam exclusivos e ocorram 
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isoladamente nos seus produtores. A produção dos metabólitos secundários comumente 
coincide ou, sutilmente, antecede o respectivo desenvolvimento das hifas aéreas e da fase 
estacionária nos cultivos microbianos em meios sólidos e líquidos (BIBB, 2005).  
Os metabólitos secundários seriam secretados em baixas concentrações efetivas, 
simultaneamente a essa fase em que o micélio aéreo está se formando e os organismos estão 
vulneráveis, não somente por essas substâncias serem possíveis efetores na regulação da 
esporogênese, com também o um modo de proteção contra os competidores. Essa estratégia 
seria também uma “emboscada”, na qual os próprios adversários no meio seriam consumidos 
nutricionalmente, graças ao fantástico conjunto de enzimas extracelulares das actinobactérias 
(STONE e WILLIANS 1992; CHATER 2006). 
Esse fenômeno certamente foi estabelecido como fruto de pressões evolutivas e, desse 
modo, sua função primária seria uma defesa química pela qual o organismo se protegeria de 
outros competidores presentes no ambiente. Isso é coerente com a observação da diversidade 
química dessas substâncias, as peculiaridades em sua síntese e a ausência dos mesmos em 
situações favoráveis (MAPLESTONE et al., 1992). A retroalimentação inibitória, repressão 
catabólica, indução ou inibição enzimática e o compartilhamento de intermediários e co-
fatores são alguns desses importantes meios que governam a regulação metabólica ainda não 
absolutamente compreendida (MALIK, 1980; MARTIN e DEMAIN 1980). Já foi confirmado 
que vias específicas que regem esse controle são codificadas por genes incorporados nos 
clusters gênicos biossintéticos desses compostos que estariam agindo pleiotropicamente 
(CRANEY et al., 2013). Assim, pode-se afirmar que esses metabólitos são moléculas de 
adaptação e estão intimamente relacionados à ecologia desses procariotos (O’BRIEN e 
WRIGHT, 2011). 
A diversidade estrutural gerada pela inespecificidade das enzimas do metabolismo 
secundário é vantajosa aos micro-organismos produtores, frente aos outros, reduzindo os 
custos adaptativos para os mesmos à medida que sua história evolutiva transcorre (FIRN e 
JONES, 2000; CHALLIS e HOPWOOD, 2003). 
Os antibióticos com atividade antitumoral ou citotóxica foram basicamente descobertos 
através da avaliação de sua capacidade inibitória no crescimento de diferentes linhagens de 
células tumorais por extratos de culturas em fermentação. A maioria dessas frações de cultivo 
intervinha sobre a síntese macromolecular ou sobre a membrana celular. Alguns desses 
produtos microbianos, foram descobertos exibindo essa peculiar ação em ensaios específicos 
de inibição de certas enzimas, tais como a transcriptase reversa, a glioxalase, a adenina 
deaminase e a tirosina quinase; isto é, moléculas com outras atividades farmacológicas de 
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interesse, como imunossupressores, antivirais e reguladores do crescimento. O termo 
“antibióticos antitumorais” se justifica precisamente pelo fato da maior parte dessas drogas, 
por muitos anos, ter sido inicialmente isoladas com base na sua atividade antibacteriana, 
sendo apenas subsequentemente avaliadas quanto aos seus efeitos citostáticos ou citocidas 
(TAKEUCHI 1995; LANCINI e LORENZETTI 1993). Assim, esses produtos podem exercer 
sua citotoxicidade por: (i) intercalação direta sobre a molécula de DNA, exemplos como a 
actinomicina D e a classe das antraciclinas; (ii) promoção da formação de ligações cruzadas, 
como a mitomicina D; (iii) clivagem induzida das fitas de DNA, tal como as bleomicinas e  a 
estreptonigrina e (iv) interposição de modo não-intercalante, como a mitramicina, a 
chromomicina e a olivomicina (SALAS e MÉNDES 1998; ESPINOSA et al., 2003). 
Novos actinomicetos marinhos produtores de biomoléculas com capacidade 
anticancerígena como a salinosporamida A (FEHLING et al., 2003), as marinomicinas 
estruturalmente únicas (JENSEN et al., 2005) e a abissomicina C, um potente inibidor da via 
do ácido para-aminobenzóico, tem sido consideradoe de grande importância e potencial no 
tratamento de diversos tipos de cânceres (RIEDLINGER et al., 2004). 
As actinobactérias filamentosas pertencentes a este táxon continuam sendo uma fonte de 
novas biomoléculas, os genomas inteiros desses gêneros contêm 20 ou mais pontos de síntese 
de produto naturais para a produção de metabólitos secundários conhecidos ou previstos, 
como exemplificado pela espécie Amycolatopsis mediterranei estirpe U32 (ZHAO et al., 
2010). Também há evidências de que as actinobactérias isoladas de lugares extremófilos são 
uma fonte rica de novos produtos naturais (BULL e STACH 2007).  
As drogas com atividade antiproliferativa pertencem a diferentes famílias químicas, tais 
como os indolocarbazóis com ação sobre as topoisomerase I e II e inibição de proteínas 
quinase incluindo serina/treonina e tirosina quinasa. Um exemplo desta família é o composto 
Staurosporine, isolado do actinomicete marinho Streptomyces sp. KS3 e de culturas de 
Streptomyces staurosporeus AM-2282 que apresentaram atividade antitumoral (OLANO et 
al., 2009). 
O reconhecimento da versátil bioatividade dos metabólitos secundários prova 
claramente que os mesmos ocasionam uma série de efeitos fisiológicos em animais pela 
interação com alvos bioquímicos altamente conservados entre as espécies (como cascatas de 
transdução de sinais), os quais podem representar focos na descoberta de antineoplásicos. 
Correntemente, as técnicas analíticas de isolamento desses produtos naturais avançam de 
forma formidável, contudo ainda é proveitoso aplicar essa etapa de avaliação da 
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citotoxicidade em estudos básicos de triagem para moléculas bioativas de actinobactérias 
(BUNGE et al., 1978). 
No entanto, a pesquisa de novas drogas é ainda um objetivo prioritário na terapia do 
câncer, devido ao rápido desenvolvimento de resistência a múltiplos fármacos 
quimioterapêuticos. Além disso, a elevada toxicidade geralmente associada a drogas das 
quimioterapias e os seus efeitos secundários indesejáveis aumentam a procura de novos 
medicamentos antitumorais ativos contra tumores não tratáveis, com menos efeitos 
secundários e/ou terapêuticos e com maior eficiência (AMINOV, 2017). 
Vários estudos evidenciam que esse seria o modo primário de ação das antraciclinas, 
uma das principais classes de antibióticos antitumorais aplicadas nas quimioterapias. Esses 
antibióticos foram submetidos à alteração bioquímica, gerando uma variedade de análogos 
semi-sintéticos que exibem um aprimorado grau de intercalação. Deve-se destacar que antes 
mesmo de sua propriedade intercalante, eles já causam uma distorção estérica na estrutura da 
molécula do ácido nucléico. Ainda assim, são tóxicos e inespecíficos, muitas vezes, 
dispendiosos. Desta forma, os intercalantes ainda são considerados as drogas mais 
importantes na quimioterapia antineoplásica (PALCHAUDHURI e HERGENROTHER 2007 
e NETO e LAPIS 2009). 
As recentes descobertas de biomoléculas novas a partir de actinobactérias marinhas 
como por exemplo a descoberta da salinosporida A, a partir de um novo gênero, Salinospora, 
têm mostrado efetividade frente a tumores sólidos e outros tipos de cânceres em humanos. 
Este composto exibe sinergismo com Bortezomib, inibindo o proteosoma 20S (BAILLY, 
2009). Por outro lado, algumas moléculas com atividade antiproliferativa se encontram dentro 
da classificação química estrutural dos policetídeos. A molécula Arenicolida A é um exemplo 
desta classe de compostos isolada a partir de Salinispora arenicola strain CNR005 que 
apresentou citotoxicidade moderada frente ao adenocarcinoma de cólon humano e às 
linhagens de células HCT-116, com um valor de IC50 de 30 µg/mL (WILLIAMS et al., 
2007). Outro policetídeo do tipo macrólideo, a Chalcomicina, é produzida por Streptomyces 
sp. M491 isolado da costa de Qingdao na China (WU et al., 2007). 
Nos últimos anos, o isolamento de actinobactérias marinhas tem sido uma grande fonte 
de novos compostos ao redor do mundo, a partir de sedimentos costeiros e sedimentos mais 
profundos. Dentre os produtos descobertos para uso clínico destacam-se os agentes 
anticancerígenos (HARVEY, 2008). Como principais exemplos têm-se as antraciclinas 
(daunorrubicina, doxorrubicina), os glicopeptídeos (bleomicina e actinomicina D), os ácidos 
aureólicos (mitramicina), as enedinas (neocarzinostatina), os antimetabólitos (pentostatina), a 
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carzinofilina e as mitomicinas, dentre outros. Algumas destas estruturas moleculares como: 1-
4, dihidroquinonas, higrobafilomicinas, loboporina K, aloaureotinas, aureotinas, 
spectinabilinas e carbapenemses (Figuras 3-5) (SALAS e MÉNDEZ 1998; GORDALIZA 
2007; OLANO et al., 2009; DEMAIN e SANCHEZ 2009; JAN VICENTE et al., 2013, 
MOLLOY et al., 2016; JUN-YA UEDA et al., 2007; LI et al., 2014 e BRAÑA et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Diidroquinonas derivadas de Streptomyces sp. M18_3 (Jan Vicente et al., 2013). 
Chloro-Dihydroquinone 
2 
Chloro-Dihydroquinone 3 Chloro-Dihydroquinone 4 Chloro-Dihydroquinone 1 
WS-9659 A1 
Naphthomevalin 1 
SF-24615B3 
A1 
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Figura 4. A. Higrobafilomicina JBIR-100 derivada de Streptomyces varsoviensis (Molloy et al., 2016); B. 
Loboporina K derivada de uma actinobactéria marinha de Streptomyces sp. M-207 (Braña et al., 2017). 
 A 
Lobophorin K 
B 
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Figura 5. A. Aloaureotinas, B. Aureotinas, C. Spectinabilinas derivadas de Streptomyces sp. MM23 (Jun-ya 
Ueda et al., 2007). D. Carbapenemases, fórmula molecular m/z e estrutura da molécula produzida por 
Streptomyces argenteolus (Rongfeng Li et al., 2014). 
 
 
D. Análisis HPLC-MS de Carbapenemasas por Streptomyces argenteolus 
 
 
Alloaureothin Aureothin 
A B 
Spectinabilin 
 
 
 C 
Linhagem (m/z) Encontrada (m/z) Calculada    Formula molecular              Estrutura proposta  
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Gebreselema e colaboradores (2013) isolaram do lago Tana, 31 actinomicetos dos quais 
13 apresentaram bioatividade e a maioria deles pertencia ao gênero Streptomyces.  
Estudos envolvendo actinomicetos marinhos estão apenas começando e diversas 
tentativas vêm sendo feitas para otimizar o isolamento e o crescimento dos actinomicetos que 
provêm de várias fontes marinhas. Por outro lado, outros esforços estão sendo aplicados para 
melhorar os processos de fermentação, tanto na produção de compostos específicos como no 
desenvolvimento de ferramentas, visando facilitar a manipulação genética da biossíntese de 
aglomerados de genes produtores de vias sintéticas encarregadas de produzir metabólitos 
secundários. 
Nas duas últimas décadas novos compostos a partir de actinobactérias marinhas foram 
identificados e classificados em termos da sua estrutura química e da sua atividade (Tabela 
1A, 1B, 1C e 1D) (MANIVASAGAN et al., 2014). 
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Tabela 1. Novos metabólitos secundários produzidos por actinobactérias marinhas. 
(-) = atividade antibacteriana. 
 
 
 
 
 
 
Composto Espécie Atividade 
Biológica 
Referença bibliográfica 
A. Atividade Antibacteriana 
Mitomycin C  Streptomyces 
lavendulae 
-* Mao et al. (1999) 
Himalomycins Streptomyces sp.  - Maskey et al. (2003a) 
Abyssomicins  Verrucosispora sp.  - Riedlinger et al. (2004) 
Gutingimycin  Streptomyces sp. - Maskey et al. (2004) 
Helquinoline  Janibacter limosus - Asolkar et al. (2004) 
    
Frigocyclinone Streptomyces griseus - Bruntner et al. (2005) 
Glyciapyrroles  Streptomyces sp. - Macherla et al. (2005) 
Lajollamycin  Streptomyces nodosus - Manam et al. (2005) 
1-Hydroxy-1-
norresistomycin  
Streptomyces 
chinaensis 
             - Gorajana et al. (2005) & Kock et al. 
(2005) 
Arenimycin Salinispora arenicola              - Asolkar et al. (2006) 
Bisanthraquinone  Streptomyces sp.              - Socha et al. (2006) 
Lincomycin Streptomyces 
lincolnensis 
- Peschke et al. (2006) 
Essramycin Streptomyces sp.  - El-Gendy et al. (2008) 
Lynamicins  Marinispora sp.  - McArthur et al. (2008) 
Tirandamycin Streptomyces sp. - Carlson et al. (2009) 
TP-1161 Nocardiopsis sp. - Engelhardt et al. (2010) 
2-Allyloxyphenol  Streptomyces sp. - Arumugam et al. (2010) 
1,4-Dihydroxy-2-(3-
hydroxybutyl)-9,10- 
anthraquinone 9,10-
anthrac  
Streptomyces sp. - Ravikumar et al. (2012) 
Pyridinium Amycolatopsis alba. - Dasari et al. (2012) 
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(-) = atividade anticancerígena. 
 
 
 
 
B. Atividade anticancerígena e antiinflamatória 
Cyclomarins Streptomyces sp. 
Salinispora arenicola 
- Renner et al. (1999) & Schultz et 
al. (2008) 
Salinamides A and B Streptomyces sp. - Moore et al. (1999) 
Salinosporamide A Salinispora tropica - Feling et al. (2003) 
Caprolactones Streptomyces sp.  Stritzke et al. (2004) 
3,6-Disubstituted 
indoles 
Streptomyces sp. - López et al. (2003) 
IB-00208 Actinomadura sp. - Rodriguez et al. (2003) 
ZHD-0501 Actinomadura sp. - Han et al. (2003) 
Aureoverticillactam Streptomyces 
aureoverticillatus 
- Mitchell et al. (2004) 
Diazepinomicin Micromonospora sp. Anticancerígena; 
anti- inflammatoria 
Charan et al. (2004) 
Chinikomycins Streptomyces sp. - Li et al. (2005) 
Glyciapyrroles Streptomyces sp. - Macherla et al. (2005) 
Chloro-
dihydroquinones 
Streptomyces sp. - Soria-Mercado et al. (2005) 
Mechercharmycin A Thermoactinomyces 
sp 
- Kanoh et al. (2005) 
Daryamides Streptomyces sp. - Asolkar et al. (2006) 
1,8-Dihydroxy-2-ethyl-
3-
methylanthraquinone 
Streptomyces sp. - Huang et al. (2006) 
Marinomycins Marinispora sp. - Kwon et al. (2006) 
Streptokordin Streptomyces sp. - Jeong et al. (2006) 
Arenicolides Salinispora arenicola - Williams et al. (2007) 
Chalcomycin Streptomyces sp. - Wu et al. (2007) 
Elaiomycins B and C Streptomyces sp. - Helaly et al. (2011) 
N-(2-hydroxyphenyl)-
2-phenazinamine 
(NHP) 
Nocardia dassonvillei - Gao et al. (2012) 
Aureolic acid Streptomyces sp. - Lu et al. (2012) 
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(-) = atividade citostática. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. Atividade Citotóxica e Citostatica 
Neomarinones Actinomycetales sp. - Hardt et al. (2000) 
Manumycins  Streptomyces sp. - Chauhan et al. (2005) 
Salinosporamide B & C Salinipora tropica - Williams et al. (2005) 
Actinofuranones Streptomyces sp. - Cho et al. (2006) 
Nonactin Streptomyces sp. - Jeong et al. (2006) 
Resistoflavine Streptomyces 
chibaensis 
- Gorajana et al. (2007) 
Piperazimycins Streptomyces sp. - Miller et al. (2007) 
Lucentamycins  Nocardiopsis 
lucentensis 
 Cho et al. (2007) 
Piericidins Streptomyces sp. - Hayakawa et al. (2007) 
Marinopyrroles  Streptomyces sp. Citotóxica Hughes et al. (2008) 
Salinipyrones Salinispora pacifica - Oh et al. (2008) 
Pacificanones  Salinispora pacifica - Oh et al. (2008) 
Arenamides Salinipora arenicola - Asolkar et al. (2008) 
Proximicins Verrucosispora sp. - Schneider et al. (2008) 
Caboxamycin  Streptomyces sp. Citotóxica Hohmann et al. (2009) 
Mansouramycin C Streptomyces sp. - Hawas et al. (2009) 
Albidopyrone  Streptomyces sp. Citotóxica Hohmann et al. (2009) 
ML-449 (macrolactam) Streptomyces sp. - Jørgensen et al. (2010) 
Usabamycins Streptomyces sp. - Sato et al. (2011) 
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Anualmente 8,8 milhões de pessoas morrem de câncer, a maioria em países de baixa e 
média renda, e esse número deve subir para mais de 21 milhões em 2030 (WHO, 2017; 
INCA, 2017). Sua origem muitas vezes tem se dado as características etiológicas 
multifatoriais que bem mesmo com a predisposição genética e a microevolução clonal 
compondo os elementos básicos para o seu surgimento, estima-se que 95% de tudos os 
canceres são causados pelo estilo de vida e podem demorar de 20 a 30 anos para se manifestar 
(MERLO et al., 2006; BHANOT et al., 2011). 
Estima-se que o câncer é a segunda causa de morte em nações desenvolvidas e a terceira 
em países em desenvolvimento e se espera que até 2050 este número cresca para 27 milhões 
de novos casos e destes 17,5 milhões de óbitos podem ocorrer a cada ano, só nas Américas. 
Aualmente, estima-se que o câncer cause 1,3 milhão de mortes por ano (SARASWATHY e 
GONG 2013, OPAS, 2017). Seu tratamento pode ser feito através de cirurgia, radioterapia, 
quimioterapia ou transplante. Em muitos casos é necessário combinar mais de uma 
modalidade de quimioterapia. Porém, a quimioterapia é ainda a opção mais amplamente 
aplicada para o tratamento do câncer, e quando são combinadas a outras profilaxias, oferece 
uma maior eficácia. A maioria das drogas quimioterápicas comercializadas que são utilizadas 
D. Outras atividades 
Avermectins  Streptomyces 
avermitilis 
Antiparasitaria Burg et al. (1979) 
Chandrananimycin  Actinomadura sp. Antialgal; 
antibacterial; 
antitumoral 
Maskey et al. (2003) 
Bonactin  Streptomyces sp. Antifungal Schumacher et al. (2003) 
Trioxacarcin  Streptomyces sp. Antibacterial; 
antimalarial; 
antitumoral 
Maskey et al. (2004) 
Staurosporinone  Streptomyces sp. Ficotoxicidade Wu et al. (2006) 
Benzastatin C Streptomyces 
nitrosporeus 
Antiviral Lee et al. (2007) 
Streptopyrrolidine  Streptomyces sp. Anti-angiogenesis Shin et al. (2008) 
Lipocarbazoles  Tsukamurella 
pseudospumae 
Antioxidante Schneider et al. (2009) 
Dermacozines A-G  Dermacoccus sp. Antitumoral; 
Antiprotozoal 
Abdel-Mageed et al. (2010) 
Cyclo-(l-Pro-l-Met)  Nocardiopsis sp. Anti-angiogénesis Shin et al. (2010) 
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no tratamento do câncer é derivada de metabólitos secundários microbianos em sua forma 
natural, ou quimicamente modificadas (que servem como molde para a síntese de novos 
compostos). 
Os passos iniciais na estratégia de estudo da bioprospecção dependente de cultura e 
baseiam-se no uso de uma escolha criteriosa de procedimentos seletivos de isolamento, 
reconhecimento de actinomicetos alvos e seleção subseqüente de cepas representativas para 
triagem e desreplicação (termo que foi inicialmente introduzido na literatura científico-
acadêmica no início dos anos 90, definido como “uma etapa crucial no processo de triagem 
(screening) de extratos brutos). A desreplicação objetiva estabelecer o grau de ineditismo das 
substâncias presentes nestes extratos, de maneira evitar o re-isolamento e determinação 
estrutural de uma substância já existente (Figura 6). Essas etapas dependem do 
desenvolvimento na sistemática dos actinomicetos, com base na hipótese de que a diversidade 
taxonômica é um substituto da diversidade química (WARD e GOODFELLOW 2004; BULL 
e STACH 2007; JENSEN 2010) e no conceito de que novas espécies podem conter 
compostos únicos como a evolução dos metabolitos secundários, os quais podem na 
bacteriana (CZARAN et al., 2002; JENSEN, 2010). 
 
Figura 6. Estratégia de bioprospecção dependente da cultura, Goodfellow e Fiedler, 2010. 
 
Assim, o presente estudo vem ao encontro da necessidade em descobrir novos compostos a 
partir de micro-organismos que vivem em ambientes extremos, utilizando a abordagem 
representada no fluxograma abaixo (Figura 7). 
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Figura 7. Fluxograma do presente estudo baseado na bioprospecção dependente de cultivo. 
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3. OBJETIVOS 
3.1. Objetivo geral 
Este estudo propôs caracterizar a diversidade de bactérias isoladas das lagoas salinas 
Mórrope e Bayovar no norte do Peru e avaliar o potencial antiproliferativo destas 
bactérias frente a linhagens de células tumorais. 
 
3.2. Objetivos específicos 
• Reativar e caracterizar fenotipicamente os isolados bacterianos; 
• Identificar os isolados representantes de diferentes taxa utilizando o 
seqüenciamento do gene RNA ribossomal 16S e análise filogenética; 
• Obter extratos brutos a partir de diferentes meios de cultura; 
• Realizar a seleção de bactérias promissoras quanto a atividade antiproliferativa 
in vitro dos seus extratos brutos em linhagens de células tumorais; 
• Fracionar os extratos brutos com os melhores resultados de atividade 
antiproliferativa; 
• Avaliar a atividade antiproliferativa das frações ativas frente a linhagens de 
células tumorais; 
• Obter o perfil químico mediante cromatografia líquida de ultra performance 
acoplada a espectrometria de massas das frações com potencial antiproliferativo; 
• Determinar por espectrometria de massas sequencial com fonte de ionização por 
Electrospray as substâncias detectadas nas frações ativas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. Localização geográfica e coleta das amostras 
 
A coleta das amostras nas Salinas de Mórrope foi realizada durante os meses de 
dezembro de 2012 na zona “A” e janeiro de 2013 na zona “B”, enquanto que a coleta 
das amostras nas Salinas de Bayovar foram realizadas em julho de 2014 na zona “C” e 
em março de 2015 na zona “D” (Figura 8). Mediante um estudo de análises qualitativas 
baseadas nas descripções do habitat, conforme descrito (LOZUPONE & KNIGHT, 
2007), foi tomado o georeferenciamento de cada ponto de coleta e anotadas as 
características físicas de cada amostra (Tabela 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Representação do continente sul-americano e indicação das Salinas de Mórrope e Bayovar, 
local de coleta do presente estudo. Fonte: Google Earth. 2017. 
 
 
Lagoas Salinas 
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Tabela 2. Dados de localização e tipos de amostra obtidos das lagoas salinas de Mórrope e Boyovar. 
Salinas Mórrope 
Zona de 
coleta 
Tipo de 
amostra 
Localização geográfica 
Zona A 
(Dezembro 
2012) 
1 
2 
6°10S;80°35W 
(3 amostras x triplicata) 
6°11S;80°37W 
(3 amostras x triplicata) 
6°9S;80°39W 
(3 amostras x 
triplicata) 
Zona B 
(Janeiro 
2013) 
2 
3 
6°19S;80°28W 
(3 amostras x triplicata) 
6°17S;80°26W 
(3 amostras x triplicata) 
6°18S;80°27W 
(3 amostras x 
triplicata) 
Salinas Bayovar 
Zona C 
(Dezembro 
2014) 
1 
3 
6°08S;80°50W 
(3 amostras x triplicata) 
6°08S;80°51W 
(3 amostras) 
6°08S;80°40W 
(3 amostras) 
Zona D 
(Março 
2015) 
1 
2 
3 
6°23S;80°66W 
(3 amostras x triplicata) 
6°25S;80°26W 
(3 amostras x triplicata) 
6°23S;80°78W 
(3 amostras x 
triplicata) 
1=A (água salina), 2= AES (água e sedimento), 3= SE (sedimento). 
 
4.2. Processamento das amostras 
 
As amostras coletadas nas lagoas Salinas Mórrope e Boyovar foram processadas 
no Hospital Regional Lambayeque, na cidade e província de Chiclayo, no departamento 
de Lambayeque nos meses de agosto e setembro de 2014 e janeiro e março do 2015, 
respectivamente. Visando o isolamento de actinobactérias, 10,0 mL da amostra das 
Salinas (A. AES e SE) foi transferido para Erlenmeyer contendo 10,0 mL de caldo de 
sais (0,6% de extrato de levedura, 2% de glicose, 5% de peptone, 3% de extrato de 
carne suplementados com cloranfenicol e fluconazol a 1% em pH 7,0). Todos os 
Erlenmeyers foram homogeneizados e mantidos a 50 °C em banho-maria durante 60 
min., a fim de reduzir a carga poluente (PISANO et al., 1989 e TAKIZAWA et al., 
1993). Os mesmos foram incubados a 28 °C por 7 a 30 dias dependendo do crecimento 
em condições aeróbicas, tempo após o qual foram isolados micro-organismos nos 
meios: ágar salino modificado (1,0 g extrato de levedura; 5,0 g de peptona; 15,0 g de 
ágar em pH 7,6 ± 0,2) e ágar tripticasa soya (BactoTM) suplementados com água salina. 
Os isolados foram preservados em glicerol 20% a - 80 °C no Laboratorio de 
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Microbiologia da Direção de Investigação do Hospital Regional Lambayeque, cidade de 
Chiclayo no Peru. 
 
4.3. Translado e reativação das bactérias 
 
Os isolados criopreservados foram acondicionados em câmara refrigerada a -20 
°C e transferidos para a Divisão de Recursos Microbianos do Centro Pluridisciplinar de 
Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA) em agosto de 2015. A reativação 
dos isolados foi realizada em meio caldo R2A (Difco ref. 234000) suplementado com 
água do mar artificial a 5% (ASW) (0,1 g de brometo de potássio; 23,48 g de cloreto de 
sódio; 10,61 g de cloreto de magnésio; 1,47 g de cloreto de cálcio; 0,66 g de cloreto de 
potássio; 0,04 g de cloreto de estrôncio; 3,92 g de sulfato de sódio; 0,19 g de 
bicarbonato de sódio; 0,03 g de ácido bórico) a 28 °C por 28 dias. Após este período, o 
crescimento microbiano foi semeado em placas de Petri contendo Agar R2A (Kasvi ref. 
K25-610129) suplementado com ASW 5% e as placas foram incubadas a 28 °C entre 7 
e 30 dias. As colônias foram observadas em microscópio e estereoscópio para 
caracterização macromorfológica e, após a coloração de Gram, as células foram 
observadas em microscópio óptico. As bactérias foram preservadas em glicerol 20% e 
mantidas a -80 °C. 
A coleta nas lagoas Salinas do Norte no Peru, Salinas de Bayovar e Salinas de 
Mórrope, resultaram no isolamento de 211 bactérias provenientes das 4 zonas 
geográficas a partir de três tipos diferentes de amostras que continham água (A), 
sedimento (S) e água com sedimento (AS) (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
 
B 
 Figura 9. Material coletado A). Frasco de água com sedimento; B). Furo de 20 cm de 
profundidade para amostragem de sedimento. 
 
50 
 
4.4. Caracterização dos isolados por taxonomia clássica 
 
As bactérias foram reativadas nos respectivos meios de cultivo: R2A (Kasvi ref. 
K25-610129); TSA (BD-BactoTM ref. 211825); NA (Oxoid ref. CM0003), ISP2 (4,0 g 
de extrato de levedura; 10,0 g de extrato de malta e 4,0 g de glucose), preparados com 
ASW a 5%. As características morfológicas e a pureza foram confirmadas por meio de 
observação das colônias e por microscopia óptica. 
Adicionalmente, foi realizado o teste de KOH 3% para confirmação dos isolados 
(RYU, 1940; POWERS, 1995). Os isolados foram caracterizados quanto à composição 
da sua parede celular como Gram-negativos ou Gram-positivos  após coloração de 
Gram e descritos de acordo com seus morfotipos. Nos casos de contaminação, houve 
um novo isolamento para obtenção de colônias puras e confirmação das características 
microscópicas após acoloração de Gram. Estes isolados foram preservados pelo método 
de ultracongelamento em glicerol 20% a - 80 ºC. 
 
4.5. Identificação por análise filogenética do gene RNA ribossomal 16S 
 
A caracterização taxonômica molecular dos isolados foi baseada no 
seqüenciamento e análise filogenética do gene RNA ribossomal 16S. 
 
4.5.1.  Extração e quantificação de DNA genômico 
Os isolados preservados foram reativados em 5,0 mL de meio R2A Broth 
(Himedia ref. 1687) em ASW 5% e incubados a 28°C por 7 a 15 dias. Em seguida, o 
cultivo bacteriano foi semeado por meio de estria de esgotamento em placas de Petri 
contendo o mesmo meio para obtenção de colônias isoladas. 
Uma colônia isolada foi utilizada para extração de DNA genômico, segundo o 
método descrito por POSPIECH e NEUMANN (1995), com algumas modificações. As 
células foram recuperadas em tubos de polipropileno contendo 400,0 µL de tampão TE 
1X (NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, Tris 20 mM em pH 7,5). Foram adicionados 5,0 μL 
de solução de lisozima numa concentração final de 100,0 mg/mL e sua suspensão foi 
misturada no agitador de tubos. Em seguida os tubos foram incubados a 37 °C por 60 
min. Posteriormente, foram adicionados 67,5 µL de duodecil sulfato de sódio (SDS) a 
10% e 2,5 µL de proteinase K, a partir de uma solução estoque de 10,0 mg/mL. 
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Novamente os tubos foram colocados no agitador de tubos e incubados a 65 °C 
por 10 min. Foram adicionados 100,0 µL de NaCl 5 M e 100,0 µL CTAB/NaCl (NaCl 
0,7 M, 10% CTAB) e a suspensão foi pré-aquecida a 65 °C. Em seguida, os tubos foram 
agitados até o líquido ficar com um aspecto leitoso. Os tubos foram incubados a 65 °C 
por 10 min. Posteriormente foram adicionados 750,0 µL de clorofórmio/álcool 
isoamílico (24:1) e em seguida foram agitados por 10 s e centrifugados a 12.000 rpm 
por 5 min.  
A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de polipropileno e foram 
adicionados 450,0 µL de álcool isopropílico 100% gelado e os tubos agitados por 
inversão até a precipitação do DNA. Os tubos foram mantidos a -20 °C por 60 min e, 
em seguida, centrifugados a 12.600 rpm a 4 °C por 5 min. O sobrenadante foi 
descartado e o precipitado lavado com 1,0 mL de etanol 70% gelado. O DNA 
precipitado foi seco a temperatura ambiente ou em estufa a 37 °C e, em seguida, foi 
suspenso em 30,0 a 80,0 L de água deionizada e purificada. O DNA extraído foi 
tratado com 1,0 µL de RNAse a 10 mg/mL e mantido a 37 °C por 1 h. 
O DNA extraído foi quantificado através da comparação com DNA λ em gel de 
agarose a 1% submetido à eletroforese por 30 min em condição de 5 V/cm. Após sua 
quantificação, o DNA genômico foi armazenado em tubos de polipropileno e mantido a 
-20 ºC. 
 
4.5.2 Amplificação do DNA genômico 
A amplificação do gene RNA ribosomal 16S foi feita por meio de uma reação de 
polimerase em cadeia (PCR) utilizando o par de primers p27f e p1401r ou p1492r 
(LANE et al., 1985), homólogos a regiões conservadas do gene RNA ribossomal 16S de 
bactérias (Tabela 3). As condições utilizadas na reação de amplificação foram: 2,5 μL 
de tampão 10X (sem Mg+2); 0,9 μL de MgCl2 (2,5 mM); 0,2 μL de dNTP (2,5 mM 
cada); 0,5 μL de cada primer (20 μM); 0,4 μL de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 
5,0 μL da amostra de DNA; para uma concentração final de 50-100 ng; e água 
deionizada e esterilizada completando o volume para 25 μL de reação. Para a 
amplificação foi realizada uma desnaturação inicial de 95 °C por 5 min, seguida de 35 
ciclos sendo: 95 °C por 1 min, 56 °C por 1 min, 72 °C por 3 min, extensão final de 5 
min a 72 °C em termociclador Eppendorf® (STACKEBRANDT e CHARFREITAG 
1990; LANE, 1991; VANEECHOUTTE et al., 2000). Os produtos obtidos foram 
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analisados e visualizados em gel de agarose 1%  submetidos à eletroforese por 30 min 
na condição de 5 V/cm. 
 
4.5.3 Seqüenciamento e análise filogenética do gene RNA ribossomal 16S 
Após análise dos produtos da amplificação em gel de agarose os mesmos foram 
purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA & gel band purification kit, GE 
Healthcare) e submetidos ao seqüenciamento em seqüenciador automático ABI3500XL 
Series (Applied Biosystems). As reações de seqüenciamento foram realizadas com o 
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) 
conforme as especificações do fabricante, utilizando os primers internos descritos na 
Tabela 3. 
 
Tabela 3. Primers utilizados na reação de amplificação e seqüenciamento do gene RNA ribossomal 16S. 
Primers Sequencia 5´- 3´ Referência Reação 
10f AGTTTGATCCTGGCTCAG 
Vaneechoutte et al, 
2000 
Amplificação e 
sequenciamento 
765f ATTAGATACCCTGGTAG 
Stackebrandt & 
Charfreitag, 1990 
Sequenciamento 
782r ACCAGGGTATCTAATCCTGT Lane, 1991 Sequenciamento 
1100r AGGGTTGGGGTGGTTG Lane, 1991 
Amplificação e 
sequenciamento 
1401r CGGTGTGTACAAGACCC Lane, 1991 
Amplificação e 
sequenciamento 
1492r TACGGYTACCTTGTTACGACTT Lane, 1991 
Amplificação e 
sequenciamento 
1525r AAGGAGGTGATCCAGCC Lane, 1991 
Amplificação e 
sequenciamento 
 
As sequências parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas de cada isolado 
foram montadas em um contig (sequência única combinando os diferentes fragmentos 
obtidos) e, em seguida, comparadas com às sequências de organismos representados nas 
bases de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), RDP Ribosomal Database 
Project (Wisconsin, USA, http://www.http://rdp.cme.msu.edu/) e Ezbioclud 
(http://www.ezbiocloud.net/). 
As sequências do gene RNA ribossomal 16S recuperadas do banco de dados e 
relacionadas ao gene de organismo desconhecido foram selecionadas para alinhamento 
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no programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997) e análises filogenéticas foram 
realizadas utilizando o programa MEGA versão 6.0 (TAMURA et al., 2014). A matriz 
de distância evolutiva foi calculada com o modelo de KIMURA (1980) e a árvore 
filogenética construída a partir das distâncias evolutivas calculadas pelo método de 
Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987),  com valores de bootstrap a partir de 1000 re-
amostragens.  
 
4.6. Obtenção de extratos brutos 
 
O processo de obtenção dos extratos brutos foi realizado na Divisão de Química 
de Produtos Naturais do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e 
Agrícolas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Derivados do 
metabolismo dos isolados bacterianos foram obtidos pelo método de separação líquido-
líquido, utilizando o solvente acetato de etila na extração. Um pré-inóculo das bactérias 
foi feito em 5,0 mL de meio R2A Broth (Himedia ref. 1687) com AWS 5% e incubado 
a 28 ºC por 5 a 7 dias. Após o crescimento da cultura, o volume total foi transferido para 
um Erlenmeyer contendo 500,0 mL do mesmo meio de cultura e mantido na mesma 
temperatura por 7 dias sob agitação a 150 rpm seguido de 23 dias sem agitação. 
Após esse período, 500,0 mL de acetato de etila foram adicionados ao meio 
contendo o crescimento bacteriano e triturados no ultra turrax basic (IKA ref. 
02H2063.08.CC) a 7.000 rpm durante 15 min. A mistura foi mantida overnight para 
favorecer a divisão das duas fases formadas. Os extratos brutos foram obtidos pelo 
método de separação líquido-líquido em funil de separação. Após a separação das fases 
orgânicas e aquosas, a fase orgânica foi transferida para um balão de fundo redondo de 
1,0 L. Foram adicionados mais 500,0 mL de acetato de etila à fase aquosa e, novamente 
triturada no ultraturrax nas mesmas condições. Novamente, as fases foram separadas, 
sendo a fase orgânica transferida para o mesmo balão de fundo redondo e o 
procedimento foi repetido por mais uma vez para a fase aquosa. Os extratos brutos 
foram concentrados no rotaevaporador (Rotavapor R-215 Buchi), a vácuo e temperatura 
de 40 ºC, até completa secagem do solvente. O extrato foi dividido em 3 alíquotas após 
a adição do solvente e novamente concentrado em rotaevaporador, sob as mesmas 
condições (Figura 9). 
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4.6.1. Produção de extratos brutos em maior escala 
Para a produção dos extratos brutos em maior escala foram selecionados três 
diferentes meios de cultivo, o R2A Broth (Himedia ref. 1687), o ISP2 (0,5 g de extrato 
de levedura; 10,0 g de extrato de malte e 4,0 g de glucose) e o caldo nutriente (NB) 
(BD. DifcoTM ref. 324000). Os extratos brutos de cada cultivo foram obtidos pelo 
método de separação líquido-líquido, utilizando o solvente AcOEt na extração. Um pré-
inóculo das bactérias foi feito em 5,0 mL de meio R2A Broth (Difco ref. 234000) com 
AWS 5% e incubado a 28 ºC por 7 dias. Após o crescimento da cultura, o volume total 
foi transferido para um Erlenmeyer contendo 500,0 mL do mesmo meio de cultura e 
mantido na mesma temperatura por 7 dias sob agitação a 150 rpm seguido de 23 dias 
sem agitação. Depois disso foram colocados no Rotaevaporador de Bunchi para a 
separação do solvente AcOEt e a obtenção dos extratos brutos, repetiu-se 3 vezes o 
procedimento anterior para finalmente quantificar em balança analítica (Shimadzu 
modelo AY220). Os extratos brutos foram levados para ensaios de atividade 
Figura 10. Obtenção dos extratos bacterianos. A).Inóculo obtido em Erlenmeyer após 4 semanas. B).Fase 
líquida do extrato bruto. C).Maceração do inóculo com AcEOt 1:1 v. D).Evaporação do solvente acetato de 
etila no Rotaevaporador. E-F).Extratos diluídos  1mg/ mL concentrados prontos para análise 
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antiproliferativa e fracionados para análise por cromatografia líquida acoplada ao 
espectrômetro de massas (Versamax, fabricante molecular Devices) (Figura 10). 
Todos os ensaios foram feitos em triplicata e os resultados foram expressos como 
a média ± desvio padrão (SD). Os resultados foram analisados estatisticamente por 
ANOVA (análise de variância) por 9,0 software SAS; Teste de Tukey foram utilizados 
para os testes de comparações múltiplas na produção dos extratos brutos nos diferentes 
meios. 
56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Só a maior 
escala   foi 
produzida  
em três 
meios 
diferentes. 
Figura 11. Fluxograma da produção dos extratos brutos em menor e maior escala. 
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4.6.2. Fracionamento dos extratos brutos 
Os extratos brutos dos isolados foram pesados e secos e, em seguida, foram 
fracionados mediante uma coluna cromatográfica a vácuo, composta de C18. O extrato 
bruto inicial foi solubilizado em metanol. As fases móveis utilizadas foram água (H2O), 
água: metanol (H2O: MeOH) (1:1 v/v) e metanol (MeOH). Como fases finais de 
recuperação de substâncias foram usados MeOH: AcOEt (1:1 v/v), AcOEt e AcOEt: 
Ácido acético glacial (9:1 v/v). As frações geradas foram levadas ao rotaevaporador a 
45 ºC, sob vácuo, a fim de concentrá-las e, em seguida as massa obtida de cada fração 
foi determinada em balança analítica com o propósito de verificar o balanço das 
mesmas (Figura 11), Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados 
foram expressos como média ± padrão Desvio Estandar (SD). Os resultados foram 
analisados estatisticamente por ANOVA (Análise de variância) pelo software SAS 9.0 
( SAS Institute North Carolina State University, 1976) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.7. Avaliação antiproliferativa a partir dos extratos brutos 
4.7.1. Linhagens celulares humanas 
Os extratos brutos foram avaliados quanto a sua atividade antiproliferativa em 
células tumorais humanas utilizando-se o ensaio da sulforodamina B (SBR) para 
avaliação do crescimento celular (MONKS, et al., 1991). Estes ensaios foram realizados 
em colaboração com a Dra. Ana Lúcia Tasca Góis Ruiz pesquisadora da Divisão de 
Figura 12. Fluxograma modelo do fracionamento do extrato bruto em acetato de etila (AcOEt) dos 
cultivos bacterianos em três meios de cultura distintos em maior escala. 
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Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridiscilinar de Pesquizas Químicas Biológicas 
e Agrícolas -CPQBA, UNICAMP. 
As linhagens celulares tumorais foram doadas gentilmente por Frederick Cancer 
Research & Development Center, National Cancer Institute (NCI, EUA), enquanto a 
linhagem HaCat foi doada pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta (Faculdade 
Odontologica de Piracicaba/UNICAMP). Todas as linhagens foram mantidas no 
laboratório de cultura de células da Divisão de Farmacologia e Toxicologia em frascos 
de 25 cm3 (Costar/Corning), com 5,0 mL de meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado 
com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e incubadas a 37 °C em atmosfera úmida 
com 5% de CO2. Inicialmente, os extratos brutos foram avaliados contra três linhagens 
tumorais (U251, MCF-7 e NCI-H460) e apenas as amostras mais promissoras e suas 
frações foram avaliadas frente a outras 10 linhagens de células tumorais e uma linhagem 
não tumoral, todas humanas descritas na Tabela 4. 
 
Tabela 4. Linhagens celulares humanas empregadas na avaliação da atividade antiproliferativa dos 
extratos brutos e suas frações. 
Linhagem Órgão/Doença 
Origem 
Embrionária 
Densidade do Inóculo 
(104 cel/mL) 
U251 SNC; glioma Ectoderme 4,0 
UACC-62 Pele; melanoma Ectoderme 4,0 
MCF-7 Mama; adecarcinoma Ectoderme 6,0 
NCI-ADR/RES* Ovário; adenocarinoma Ectoderme 5,0 
786-O Rim; adenocarcinoma Mesoderme 5,0 
NCI-H460 
Pulmão; carcinoma tipo não 
pequenas células 
Endoderme 4,0 
OVCAR-3 Ovário; adenocarcinoma Mesoderme 7,0 
HT-29 Cólon; adenocarcinoma Endoderme 5,0 
K562 
Medula óssea; Leucemia 
mielóide crônica 
Mesênquima 6,0 
HaCaT 
Pele (queratinócito) /Não 
tumoral 
Ectoderme 5,0 
*A linhagem apresenta resistência a múltiplos fármacos. 
 
4.7.2. Ensaio antiproliferativo 
Os ensaios de atividade antiproliferativa foram realizados em sistema de 
microplacas de 96 compartimentos (Nunc®). Em cada compartimento ou poço foram 
59 
 
inoculados 100,0 µL de cada suspensão celular (U251, MCF-7 e NCI-H460), na 
densidade de inoculação descrita na Tabela 4, em meio RPMI/5% SFB, acrescido de 
penicilina: estreptomicina (1000 U/mL:1000 µg/mL, 1 mL/L RPMI). Após 24 h de 
incubação a 37°C em atmosfera úmida com 5% de CO2, foram adicionados 100,0 
µL/compartimento da amostra a ser testada em quatro concentrações distintas (0,25; 2,5; 
25,0 e 250,0 µg/mL) (Figura 12). 
Para preparação das amostras, uma alíquota de 5,0 mg de cada extrato bruto foi 
dissolvida em 50,0 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). Em seguida, 25,0 µL dessa 
solução-mãe foi diluído em 475,0 µL de meio RPMI/5% SFB, para preparação da 
solução de trabalho. Esta foi então diluída sucessivamente, em meio de cultura, para 
preparação das concentrações finais de 0,25; 2,5; 25,0 e 250,0 µg/mL. A concentração 
final de DMSO (0,25% na maior concentração de amostra) não interfere no crescimento 
celular. Como controle positivo foi utilizado o quimioterápico Doxorrubicina, nas 
concentrações de 0,025; 0,25; 2,5 e 25,0 µg/mL. No momento da adição das amostras 
foi realizada a fixação com ácido tricloroacético (TCA) a 50% da placa controle 
chamada T0, o que permitiu determinar a quantidade de células no momento da adição 
das amostras. Ao final de 48 h de incubação, as células foram fixadas com 50,0 
µL/compartimento de TCA a 50% e as placas foram incubadas por 1 h a 4 °C; a seguir, 
as mesmas foram lavadas quatro vezes consecutivas com água destilada para remoção 
de resíduos de TCA, meio, SFB e metabólitos secundários. Depois de secas 
completamente à temperatura ambiente, as células foram coradas com 50,0 
µL/compartimento de Sulforodamina B (SRB) 0,4% (p/v), dissolvidas em ácido acético 
1 %, e mantidas por 20 min em temperatura ambiente; em seguida, as microplacas 
foram lavadas, quatro vezes, com ácido acético 1% e secas a temperatura ambiente. 
Finalmente o corante ligado às proteínas celulares foi solubilizado com Trizma Base 
(Sigma®), 10,0 µM em pH 10,5. A leitura espectrofotométrica da absorbância foi 
realizada a 540 nm em espectofotômetro com leitor de microplacas Versamax 
(Fabricante molecular Devices). 
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Com os valores médios de absorbância para cada concentração, o crescimento 
celular, expresso em porcentagem, foi calculado segundo as seguintes fórmulas: 
 
• Se T > T1 → estímulo de crescimento celular 
• Se T1 > T ≥ T0 → atividade citostática: %C = 100 x [ (T-T0) / (T1-T0) ] 
• Se T< T0 → atividade citocida: %C = 100 x [ (T-T0) / T0] 
Onde: 
• T = média da absorbância da célula tratada – absorbância da amostra sem célula 
• T1 = absorbância do branco das células. 
• T0 = absorbância do controle de células na placa T0. 
 
Foram gerados gráficos de porcentagem de crescimento em função da 
concentração da amostra testada, para cada um dos extratos brutos testados. Três 
concentrações efetivas denominadas GI50 do inglês growth inhibition, (concentração 
necessária para interromper em 50% o crescimento celular), TGI do inglês total growth 
inhibition, (concentração necessária para que ocorra 0% de crescimento celular) e LC50 
 
1 2 3 4 5  6 7 8 9 10 11 12 
 A                          A 
B                          B 
C                          C 
D                          D 
E                          E 
F                          F 
G                          G 
H                           H 
    Branco de meio de cultura sem células 
    Branco de suspensão celular 
    Branco das amostras teste 
     Suspensão celular na presença da amostra 1 em quatro concentrações distintas 
    Suspensão celular na presença da amostra 2 em quatro concentrações distintas 
    Suspensão celular na presença da amostra 3 em quatro concentrações distintas 
    Suspensão celular na presença da amostra 4 em quatro concentrações distintas 
    Suspensão celular na presença da amostra 5 em quatro concentrações distintas 
Figura 13. Esquema da aplicação das amostras, em quatro concentrações distintas, na placa teste (T1). 
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do inglês lethal concentration, (concentração necessária para que ocorra 50% de morte 
celular) (SHOEMAKER, 2006). As concentrações foram calculadas por regressão não 
linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin. Versão 8.0. Os extratos brutos 
mais promissores (menores valores de concentração efetiva) foram, posteriormente, 
avaliados no painel de 10 linhagens celulares humanas (Tabela 4), seguindo-se o mesmo 
protocolo experimental de 48 h de exposição e análise de proliferação celular pelo 
método da SRB. 
O ensaio de SRB é consideravelmente rápido, simples e apresenta sensibilidade 
comparável às metodologias fluorescentes, sendo superior aos ensaios que utilizam 
corantes visíveis, mesmo em baixas concentrações celulares (1000 a 2500 células por 
compartimento) (SKEHAN et al., 1990). Este ensaio permite avaliar a atividade 
antiproliferativa através da exposição de células tumorais humanas em fase exponencial 
de crescimento e as diferentes concentrações da amostra permitem avaliar se essa 
exposição induziu uma interrupção na taxa de crescimento sem morte celular (atividade 
citostática) ou se provocou a morte celular (atividade citocida). 
 
4.7.3. Identificação dos compostos detectados nos extratos brutos e frações com 
atividade antiproliferativa 
Os processos de identificação dos compostos presentes nos extratos brutos, bem 
como nas suas frações, foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. Marcos José 
Salvador do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Biologia, UNICAMP. 
A técnica aplicada na identificação dos compostos foi a cromatografia líquida 
acoplada a dectector de massas (UHPLC –MS). O perfil cromatográfico dos extratos 
brutos foi realizado utilizando UHPLC-ESI/MS Acquity acoplado a um espectrômetro 
de massas TQD Acquity (Micromass-Waters Manchester, England), com fonte de ESI, 
usando uma coluna C18 BEH Waters Acquity (2.1 mm X 50 mm X 1.7 μm tamanho de 
partícula). O método utilizado foi o solvente A - água Mili-Q com ácido fórmico 0,1% e 
solvente B - metanol, a saída da fase móvel foi de 0,2 mL/min, com um tempo final de 
corrida de 12 min iniciando o gradiente com 5% de metanol até 100% no minuto 10 
mantendo uma concentração de solvente até o minuto 11, finalmente a partir do minuto 
11:05 retorn-se à condição inicial até o minuto 12. Usou-se a detecção no modo positivo 
e/ou no modo negativo nas seguintes condições: Voltagem do capilar +3,00 kV, Cone 
+30,00 V, temperatura da fonte 130 °C, temperatura de dessolvatação 250 °C. As 
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massas analisadas ficaram na faixa de 100 a 1500 m/z. Os espectros foram adquiridos no 
modo full Scan (ESI-MS) em alta resolução tanto no modo positivo como no modo 
negativo, foi realizada uma Dissociação Induzida por Colisão (CID) e os espectros ESI-
MS/MS adquiridos foram analisados no software Mass Lynx versão 4.1 e comparados 
com os padrões das substâncias encontradas na literatura (energia de colisão de 30 V).  
O perfil químico dos extratos e de suas frações bioativas foram obtidos, 
inicialmente, por UHPLC-MS, ESI-MS e ESI-MS/MS em estudo de desreplicação e 
comparação com dados da literatura para os gêneros de actinobactérias. 
Métodos quimiométricos (análise de agrupamento por semelhança de 
componentes principais) foram aplicados na desreplicação dos perfis químicos obtidos 
dos extratos brutos e de suas frações. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. Isolamento, preservação e reativação dos isolados 
Foram reativadas 211 bactérias; das quais 148 foram actinobactérias filamentosas 
e 18 não filamentosas. O maior número destes isolados provêm da salina de Bayovar, 
entretanto a salina de Mórrope foi menor devido à solidificação dos sais, o qual 
dificultou a coleta das amostras contendo sedimento de terra (Figura 14). Este estudo 
revelou um maior número de isolados quando comparado ao estudo de bioprospeção no 
litoral peruano utilizando o método de dragagem na Bahía de Ancón (Lima) e Bahía da 
Independencia (Paracas -Ica), das quais isolaram-se 62 actinomicetos (LEON et al., 
2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2. Caracterização dos isolados por taxonomia clássica 
A partir da reativação dos isolados preservados por ultracongelamento a - 80 °C, 
colônias características como filamentos aéreos foram observadas em microscópio 
óptico após a coloração de Gram. Do total de 211 bactérias obtidas no estudo do Peru, 
Figura 14. Fotografia da Salina de Mórrope, onde foi realizada a coleta do presente estudo. Fonte: 
FLORES et al., 2014. 
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foram reativadas 166 das quais 148 foram classificadas como bactérias filamentosas e 
18 não filamentosas (Figura 15). O maior número de bactérias isoladas foi obtido no 
sedimento (contendo sais e terra) de dois pontos de coleta na Salina de Bayovar. 
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Figura 15. Distribuição do número de bactérias isoladas e bactérias reativadas divididas em filamentosas 
e não filamentosas. 
 
A análise dos 166 isolados com base em características morfológicas da colônia e 
das células foi utilizada como um recurso para avaliar a viabilidade e autenticidade dos 
mesmos. As características morfológicas de cinqüenta (50) isolados halofílicos estão 
apresentadas na Tabela 5. As Figuras 16, 17, 18 e 19 evidenciam a cor do micélio dos 
isolados, M-92 (micélio cinza), B-146 (micélio marrom), B-81 (micélio branco) e B-263 
(micélio amarelo), respectivamente. As informações referentes à caracterização por 
taxonomia clássica dos demais isolados estão descritas no Anexo 1. 
As observações morfológicas e análises filogenéticas do gene RNA ribossomal 
16S foram utilizadas no presente estudo para a classificação bacteriana; pois a aplicação 
da taxonomia polifásica leva a melhoras significativas na classificação de procariotos, 
em grupos como as Actinobactérias, onde abordagens tradicionais baseadas na forma e 
na função não são confiáveis (GOODFELLOW e MALDONADO 2006, 
KROPPENSTEDT e GOODFELLOW 2006, GUPTA 2009), No entanto, o 
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seqüenciamento de macromoléculas altamente conservadas, especialmente como os 
genes do RNA ribossomal, fornecem dados valiosos para a construção de filogenias 
acima do nível do gênero (LUDWIG e KLENK, 2005), enquanto a relação DNA-DNA, 
impressão digital molecular e técnicas fenotípicas são métodos de escolha para a 
delimitação dos taxa em um grau abaixo de espécie (ROSSELLÓ-MORA e AMANN, 
2001). É importante lembrar que são necessárias características fenotípicas distintivas 
para a descrição formal de novas espécies (WAYNE et al., 1987). 
Neste estudo foi comum a observação de colônias de vários tons de pigmentação 
desde branco, amarelo, marrom, cinza e, em outros casos, algumas colônias 
apresentaram dois tons diferentes na mesma cultura, como por exemplo o isolado B-146 
(Figura 17) que varia do marrom ao branco nos pontos centrais e com exudado. A 
capacidade de formar anéis concêntricos no meio da placa de cultura parece ser 
induzida pelo gradiente de nutrientes no meio, como uma resposta quimiotrófica à 
temperatura de incubação, isto também foi observado por outros autores (MAGARVEY 
et al., 2004; LEON et al., 2007). 
A atribuição de cor a grupos de estreptomicetos tem sido utilizada para obter uma 
visão da diversidade taxonômica desses micro-organismos em sedimentos salinos. Esta 
estratégia foi utilizada para classificação e seleção de isolados representativos em 
diferentes sistemas, praias e dunas (GOODFELLOW e HAYNES 1984; 
PATHOMAREE et al., 2006; ANTONY-BABU e GOODFELLOW, 2008). 
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Tabela 5. Caracterização morfológicas de 50 colônias de bactérias. As observações macroscópicas foram feitas em lupa (100 X). 
 
Código 
colônias 
Origen das 
bactérias 
Crescimento/ 
dias 
Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho
/mm 
Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
B-26 Lagoa 2 8 Positiva Circular Verde-
amarelo 
Amarelo 
claro 
2,0 + Umbonada Papilado Granular 
com halo 
filamentoso 
Filamentoso 
B-379 Lagoa 3 8 Positiva Circular Verde-
amarelo 
Amarelo 
claro 
2,0 + Umbonada Papilado Granular 
com halo 
filamentoso 
Filamentoso 
B-260a Lagoa 2 
 
8 Positiva Circular Verde-
amarelo 
Amarelo 
claro 
2,5 + Umbonada Papilado Granular 
com halo 
filamentoso 
Filamentoso 
B-93a Lagoa 9 15 Positiva Circular Creme Creme 1,0 + Convexa Papilado Granular Filamentoso 
B-81 Lagoa 8 28 Positiva Irregular Branca Branca 3,0 + Drop-like Papilado Irregular Irregular 
expansivo 
B-263 Lagoa 2 15 Positiva Circular Amarelo  Amarelo 
oscuro 
1,5 + Umbilicada Papilado Irregular Filamentoso 
B-95 Lagoa 9 7 Positiva Circular Amarelo Amarelo 
obscuro 
1,0 + Umbilicada Papilado Irregular Lobado 
B-265 Lagoa 2 7 Positiva Filamentosa Branco Cinza 3,5 + Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
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Tabela 5. Continuação 
Código 
colônias 
Origen das 
bactérias 
Crescimento/ 
dias 
Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho
/mm 
Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
B-93c Lagoa 9 7 Positiva Circular Branco-
cinza 
Cinza 2,5 + Drop-like Papilado Granular Filamentosa 
B-95.1 Lagoa 9 15 Positiva Circular Verde 
amarelo 
cinza 2,0 + umbonada papilado Irregular Filamentosa 
B-96 Lagoa 9 8  Positiva Circular Creme Creme 1,5 + umbonada papilado granular granular     
B-236.1 Lagoa 2 8  Positiva Circular Creme Creme 1,5 + umbonada papilado granular granular 
B-236a Lagoa 2 8  Positiva Circular Creme Creme 1,5 + umbonada papilado granular granular 
B-144  Lagoa 1 15 Positiva Irregular Marrom Marrom 2,0   + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-144b Lagoa 1 15 Positiva Irregular marrom marrom 3,0   + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-146 Lagoa 1 28 Positiva Irregular marrom marrom 3,0   + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-146.4 Lagoa 1 15 Positiva Irregular marrom marrom 3,0   + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-244 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 3,5   + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-92a Lagoa 9 1 Positiva Irregular Não tem Não tem 2,0 - Lente lisa irregular irregular 
B-158 Lagoa 1 1 Positiva Irregular Não tem Não tem 2,0 - Lente lisa irregular irregular 
B-251a Lagoa 2 1 Positiva Circular Não tem Não tem 1,0 - Sem 
elevação 
lisa lisa circular 
B-251b Lagoa 2 1 positiva Circular Não tem Não tem 1,0 - Sem 
elevação 
lisa lisa circular 
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Tabela 5. Continuação 
Código 
colônias 
Origen das 
bactérias 
Crescimento/ 
dias 
Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho
/mm 
Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
B-111.2 Lagoa 1 1 negativa Circular Não tem Não tem 1,0 - Sem 
elevação 
interiro lisa circular 
B-111.3 Lagoa 1 1 negativa Circular Não tem Não tem 1,0 - Sem 
elevação 
interiro lisa circular 
M-92 Lagoa 9 15 Positiva Circular cinza marrom 4,5 + umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-142 Lagoa 1 15 Positiva Circular Verde 
amarelo 
cinza 2,0 + umbonada papilado Irregular Filamentosa 
M-239 Lagoa 2 8 Positiva Circular cinza marrom 3,0 + umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-239.2 Lagoa 2 8 Positiva Circular cinza marrom 4,0 + umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-261 Lagoa 2 7 Positiva Circular Branca Branca 2,5 + Drop-like rugosa Irregular Granular 
M-262 Lagoa 2 7 Positiva Circular Amarelo  Verde-
amarelo 
1,0 - umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-266 Lagoa 2 21 Positiva Circular cinza marrom 4,0 + umbonada rugosa Irregular granular 
M-267 Lagoa 2 15 Positiva Circular cinza cinza 7,0 + umbonada rugosa Irregular Granular 
M-270 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-274.2 Lagoa 2 15 Positiva Circular Verde 
amarela 
cinza 2,0 + umboana papilado Irregular Filamentosa 
M-275 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-275.1 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
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(+) =Presença; (-) = Ausença. 
 
 
Tabela 5. Continuação 
Código 
colônias 
Origen das 
bactérias 
Crescimento/ 
dias 
Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho
/mm 
Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-278 Lagoa 2 15 Positiva Circular Marrom cinza 3,5 + Comvexa Irregular Irregular Granular 
M-282 Lagoa 2 7 Positiva Circular amarelo amarelo 2,0 + umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-282a Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-285 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-285.2 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-289 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-289.1 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-290 Lagoa 2 15 Positiva Circular marrom cinza 3,5 + Convexa Irregular Irregular Granular 
M-290.1 Lagoa 2 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-323 Lagoa 3 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-323.1 Lagoa 3 15 Positiva Irregular marrom marrom 2,0 + Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-358 Lagoa 3 8 Positiva Circular cinza marrom 3,0 + umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-399 Lagoa 3 1 Positiva Circular Não tem Não tem 1,0 - Sem 
elevação 
lisa lisa circular 
M-399.1 Lagoa 3 1 Positiva Circular Não tem Não tem 1,0 - Sem 
elevação 
lisa lisa circular 
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Figura 16. Caracteristicas macroscópicas da cultura cinza M-92 a 28±2°C/15 dias. A). Crescimento em ágar R2A aos 5 dias; B). Presença do pigmento cinza e os esporos 
filamentosos aos 15 dias; C). Características microscópicas com um tamanho de barra de 10µm (Tamanho do esporo 1,08-1,14 µm). 
. 
 B  C  A 
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Figura 17. Características macroscópicas da cultura marrom B-146 a 28±2°C/28 dias. A). Crescimento em ágar R2A aos 15 dias; B). Exudado em forma aos 15 dias de 
crescimento; C). Características microscópicas do micélio aéreo com tamanho de barra de 10µm (Tamanho do esporo 0,99-1,02 µm). 
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Figura 18. Características macroscópicas da cultura branca B-81 a 28±2°C/28 dias. A). Crescimento em ágar R2A aos 15 dias; B). Presença de exudado em forma de 
gotículas de cor transparente aos 15 dias de crescimento; C). Características microscópicas do micélio aéreo em microcultura com um tamanho de barra 10µm (Tamanho do 
esporo 0,8-1,0 µm). 
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Figura 19. Caracteristicas macroscópicas da cultura amarela B-263 a 28±2°C/15dias. A). Crescimento em ágar R2A aos 7 dias; B). Cultura aos 15 dias de crecimento com 
presença de halo de cor branca; C). Características microscópicas do micélio aéreo em microcultura com um tamanho de barra de 10µm (tamanho do esporo 1,26 um a 
1,57um) 
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5.3. Identificação dos isolados 
A presença de filamentos é uma característica dominante dos actinomicetos, um 
grupo do Filo Actinobactéria, mais especificamente da ordem Streptomycetales, cujos 
membros da espécie Streptomyces são reconhecidos porque apresentam potencial 
biotecnológico. Dentre as 166 bactérias filamentosas, 50 (31%) foram identificadas por 
meio da análise parcial da sequência do gene RNA ribossomal 16S, a fim de se obter o 
gênero de cada isolado e selecionar representantes distintos de cada gênero para 
produção de extrato bruto e avaliação da atividade antiproliferativa pelo método de 
Sulforodamina B. 
No seqüenciamento do gene RNA ribossomal 16S foi observado um tamanho 
variável entre os isolados, onde 90% amplificaram com o primer 1492r, 5% com o 
primer 1401r e outros 5% restantes com o primer 1525r. 
As análises filogenéticas mostram que 42 isolados pertencem ao grupo da classe 
Actinobacteria, sendo o gênero Streptomyces dominante nas duas salinas. Foram 
identificadas 39 linhagens do gênero Streptomyces, as quais pela análise do gene RNA 
ribossomal 16S foram separadas em 12 clusters distintos (Figuras 20 a 32). 
O gênero Streptomyces é extraordinariamente diversificado, 821 espécies 
formalmente descritas no Ezbiocloud (http://www.ezbiocloud.net), presentes nos 
diferentes habitats explorados da terra e nos últimos anos têm sido referenciados no 
ambiente marinho, Antártico, entre outros. 
O primeiro cluster agrupou as bactérias similares à espécie Streptomyces 
olivaceus NRRL-B-3009T. Neste cluster foram alocados 11 isolados originados da 
Salina Mórrope e 5 da Salina Bayovar (Tabela 6). A Figura 20 apresenta a análise 
filogenética e a posição taxonômica destes isolados neste cluster. 
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Tabela 6. Linhagens de bactérias isoladas neste estudo que apresentaram similaridade com a espécie 
Streptomyces olivaceus no Ezbiocloud. 
Código 
Identificação 
% similaridade  Código 
Identificação 
% similaridade  
M-270 S. olivaceus 99,72% B-144 S. olivaceus 99,93% 
M-275 S. olivaceus 99,63% B-144b S. olivaceus 94,13% 
M-275.1 S. olivaceus 99,52% B-146.4 S. olivaceus 99,67% 
M-285 S. olivaceus 99,86% B-146 S. olivaceus 99,76% 
M-285.2 S. olivaceus 99,77% B-244 S. olivaceus 99,86% 
M-289 S. olivaceus 99,48%   
M-289.1 S. olivaceus 98,87%   
M-290.1 S. olivaceus 99,34%   
M-323 S. olivaceus 99,59%   
M-323.1 S. olivaceus 99,45%   
M-282a S. olivaceus 99,85%   
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Figura 20. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao cluster 
Streptomyces olivaceus. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da árvore 
pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições, e utilizado como outgroup a 
espécie Arcanobacterium abortisuis MurakamiT (AB305159.1). 
 
O segundo cluster agrupou as duas bactérias isoladas da Salina de Bayovar, 
similares à espécie Streptomyces pactum (Tabela 7). A análise filogenética mostra que 
as duas linhagens são proximamente relacionadas, mas podem ser novas espécies de 
Streptomyces dentro deste cluster (Figura 21). 
 
 
 
 
 M-275.1 
 M-275 
 M-290.1 
 M-282a 
 M-285.2 
 B-144 
 M-285 
 B-144b 
 M-323.1 
 M-323 
 B-244 
 M-289 
 M-289.1 
 Streptomyces sp. OAct 93 (JX047049.1) 
 Streptomyces coelicolor BSG14T (KF956731.1) 
 M-270 
 Streptomyces olivaceus NBRC 3200T (NR_041202.1) 
 Streptomyces pactum NBRC 13433T (NR_041134.1) 
 Arcanobacterium abortisuis MurakamiT (AB305159.1) 
100 
87 
90 
84 
89 
71 
84 
55 
41 
62 
29 
37 
27 
0.01 
 B-146.4 
 B-146 
 M-270 
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Streptomyces pactum NBRC 13433T (AB184398.1) 
Streptomyces litmocidini NRRL B-3635T (NR_116096.1) 
 Actinomycetales bacterium HH1521T (JQ924121.1) 
 Actinobacterium M53T (HQ696531.1) 
 B-278 
 B-290 
 Streptomyces malachitospinus NBRC 101004T (AB249954.1) 
 Streptomyces rubrogriseus LMG 20318T (AJ781373.1) 
 Streptomyces violaceoruber DSM 40049T (NR_041914.1) 
 Streptomyces coelescens DSM 40421T (NR_027222.1) 
 Nonomuraea africana DSM 43748T (AJ269555.1) 
99 
88 
84 
98 
78 
61 
94 
0.01 
Tabela 7. Linhagens de bactérias isoladas neste estudo que apresentaram similaridade com a espécie 
Streptomyces pactum no Ezbioclud. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao cluster 
Streptomyces pactum isoladas na salina de Bayovar. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 
2-p e construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições, e 
utilizado como outgroup a espécie Nonomurea africana DSM 43748T (AJ269555.1). 
 
O terceiro cluster agrupou a bactéria M-282, isolada da Salina de Mórrope, com a 
espécie Streptomyces koyangensis com similaridade de 94,13% no Ez-Taxon. A análise 
filogenética indicou que este isolado também pode ser uma nova espécie do gênero 
(Figura 22). 
Código 
Identificação 
% similaridade Ez-Taxon 
B-290 S. pactum 96.14% 
B-278 S. pactum 97.22% 
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Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T (DQ442497.1) 
 Streptomyces albidoflavus DSM 40455T (Z76676.1) 
 Streptomyces exfoliatus NBRC 13475T (AB184868.1) 
 B-379 
 B-26 
 Streptomyces violascens ISP 5183T (AY999737.1) 
 B-260a 
 Streptomyces purpurascens NBRC 13077T (AB184859.1) 
 Streptomyces luteogriseus NBRC 13402T (AB184379.1) 
 Streptomyces koyangensis VK-A60T (AY079156.1) 
 Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1) 
99 
52 
93 
71 
0.01 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S da bactéria M-282 pertencente ao cluster 
Streptomyces koyangensis isolada na Salina de Mórrope. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de 
Kimura 2-p e construção da árvore pelo método Neighbor Joining, com valores de bootstrap de 1000 
repetições e utilizado como outgroup a espécie Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1).  
 
As sequêcias do gene RNA ribossomal 16S dos isolados B-260a, B-379 e B-26 
foram similares à espécie Streptomyces exfoliatusT (NBRC 13475) com valores de 
99,93%, 100% e 97,53% respectivamente. A Figura 23 apresenta a análise filogenética 
com as linhagems tipo mais próximas e a posição taxonômica destes isolados no quarto 
cluster. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao cluster 
Streptomyces exfoliatus de acordo ao NCBI, isoladas na Salina de Bayovar. Distâncias evolutivas 
baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores 
de bootstrap de 1000 repetições. Foi utilizado como outgroup a espécie Termocrispum agreste DSM 
44070T (X79183.1) 
 
O quinto cluster agrupou a bactéria M-266, isolada da Salina de Mórrope, com 
espécie Streptomyces varibilis com similaridade de 99,47% no Ezbiocloud. A análise 
 Streptomyces koyangensis VK-A60T (AY079156.1) 
 Streptomyces exfoliatus NBRC 13475T (AB184868.1) 
 Streptomyces albidoflavus DSM 40455T (Z76676.1) 
 Streptomyces violascens ISP 5183T (AY999737.1) 
 Streptomyces luteogriseus NBRC 13402T (AB184379.1) 
Streptomyces massasporeus NBRC 12796T (AB184152.1) 
 M-282 
 Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1) 
65 
95 
63 
0.01 
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 Streptomyces variabilis NBRC 12825T (AB184884.1) 
 M-266 
 Streptomyces erythrogriseus LMG 19406T (AJ781328.1) 
 Streptomyces labedae NBRC 15864T (AB184704.1) 
 Streptomyces sp. NBRC-30 (KC179793.1) 
 Streptomyces griseoincarnatus CSSP407T (NR_115369.1) 
 Streptomyces sp. 6E3 (KY624589.1) 
 Actinomycetales bacterium XJSS-18T (EU598254.1) 
 Nonomuraea africana DSM 43748T (AJ269555.1) 
11 
0.01 
filogenética indicou que este isolado também pode ser uma nova espécie do gênero 
(Figura 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S da bactéria M-266 pertencente ao cluster 
Streptomyces variabilis isolada na Salina de Mórrope. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de 
Kimura 2-p e construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 
repetições. Foi utilizado como outgroup a espécie Nonomurea africana DSM 43748T (AJ269555.1). 
 
A sequêcia do gene RNA ribossomal 16S do isolado M-262 foi similar à espécie 
Streptomyces griseorubens, com valor de 96,89% quando comparada com o banco de 
dados do Ezbioclud. A Figura 26 apresenta a análise filogenética e a posição 
taxonômica deste isolado no sexto cluster. 
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Figura 25. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S da bactéria M-262 pertencente ao cluster 
Streptomyces griseorubens isolada na Salina de Morrope. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de 
Kimura 2-p e construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 
repetições. Foi utilizado como outgroup a espécie Nonomurea africana DSM 43748T (AJ269555.1). 
 
O sétimo cluster agrega as espécies relacionadas à espécie S. violascens e o 
isolado B-93a com 99,53% de similaridade de acordo ao banco de dados do Ezbioclud 
isolado da Salina de Bayovar (Figura 26) se apresenta a análise filogenética com as 
linhagems mais próximas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S da bactéria B-93a pertencente ao cluster 
Streptomyces hydrogenans. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da 
árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. Foi utilizado como 
outgroup a espécie Nonomurea africana DSM 43748T (AJ269555.1). 
 
 Streptomyces variabilis (KF179240.1)T 
 Actinomycetales bacterium (EU598254.1)T 
Streptomyces griseoincarnatus (AJ781321.1)T 
 Actinomycetales bacterium (EU598254.1)T 
 M-262 
 Streptomyces griseoflavus LMG 19344T (AJ781322.1) 
Streptomyces althioticus (AY999791.1) 
 Streptomyces sp. (JQ358603.1) 
 Streptomyces griseorubens (AB184139.1)T 
Streptomyces albogriseolus (AJ494865.1)T 
 Nonomuraea africana DSM 43748T (AJ269555.1) 
51 
71 
76 
63 
78 
0.01 
Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T (DQ442497.1) 
 Streptomyces albidoflavus RA1T (KJ995826.1) 
 Streptomyces exfoliatus NBRC 13475T (AB184868.1) 
 Streptomyces albidoflavus MUMT (AB667902.1) 
 Streptomyces sampsonii 4AKT (KF806542.1) 
 Streptomyces albidoflavus DSM 40455T (Z76676.1) 
 Streptomyces violascens ISP 5183T (AY999737.1) 
 Streptomyces globisporus R5T (HQ827798.1) 
 B-93a 
 Nonomuraea africana DSM 43748T (AJ269555.1) 
64 
0.01 
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A sequência do gene RNA ribossomal 16S do isolado B-81 foi similar 93,17% à 
espécie Streptomyces mutabilis e a análise filogenética mostrou que o isolado pode ser 
uma nova espécie dentro do grupo (Figura 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S da bactéria B-81 pertencente ao cluster 
Streptomyces mutabilis; B-81. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da 
árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. Foi utilizado como 
outgroup a espécie Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1). 
 B-81 
 Streptomyces mutabilis 173664 (EU570712.1) 
 Streptomyces sp. E3N155 (KX279569.1) 
  
 Streptomyces mutabilis NBRC 12800T (AB184156.1) 
 Streptomyces geysiriensis NBRC 15413T (AB184661.1) 
 Streptomyces enissocaesilis NRRL B-16365T (DQ026641.1) 
 Streptomyces plicatus NBRC 13071T (AB184291.1) 
 Streptomyces rochei NBRC 12908T (AB184237.1) 
Streptomyces tuirus NBRC 15617T (AB184690.1) 
 Streptomyces caelestis NRRL 2418T (X80824.1) 
 Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1) 
70 
85 
74 
46 
58 
97 
0.01 
82 
 
O nono cluster agrupou as bactérias similares à espécie Streptomyces 
griseoincarnatus. Neste cluster foram alocados 05 isolados originados da Salina 
Bayovar e 01 isolado da Salina de Mórrope (Tabela 8). A Figura 28 apresenta a análise 
filogenética e a posição taxonômica destes isolados neste cluster. 
 
Tabela 8. Linhagens de bactérias isoladas neste estudo que apresentaram similaridade com a espécie 
Streptomyces griseoincarnatus no Ezbiocloud. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S das bactérias B-93c, B-95, B-265, B-236 e 
M-261 pertencentes ao cluster Streptomyces griseoincarnatus. Distâncias evolutivas baseadas no modelo 
de Kimura 2-p e construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 
repetições. Foi utilizado como outgroup a espécie Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1). 
 
 
Código Identificação % similaridade 
B-236 Streptomyces griseoincarnatus 99,86% 
B-95 Streptomyces griseoincarnatus 99,44% 
B-265  Streptomyces griseoincarnatus 99,85% 
B-93c Streptomyces griseoincarnatus 99,79% 
M-261 Streptomyces griseoincarnatus 99,72% 
 B-236 
Streptomyces variabilis HNS054 (JN128288.1) 
 M-261 
B-95 
 Streptomyces griseoincarnatus JCM 4381 (AY999749.1) 
 Streptomyces variabilis 13-1 (EU370085.1) 
 B-265 
Streptomyces sp. E5N406 (KX279638.1) 
 Streptomyces sp. E2N170 (KX279579.1) 
 Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316T (AJ781321.1) 
Streptomyces variabilis NBRC 12825T (AB184884.1) 
 Streptomyces erythrogriseus LMG 19406T (AJ781328.1) 
 Streptomyces labedae NBRC 15864T (AB184704.1) 
 B-93c 
 Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1) 
65 
0.01 
35 
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As sequências do gene RNA ribossomal 16S dos isolados B-95.1, M-274.2 e M-
142 foram similares à espécie Streptomyces labedae, com valores de 99,31%, 99,72% e 
99,64%, respectivamente, quando comparada com o banco de dados do Ez-Taxon. A 
Figura 29 apresenta a análise filogenética e a posição taxonômica destes isolados no 
décimo cluster. 
 
Figura 29. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S das bactérias M-274.2, M-142 e B-95.1 
pertencentes ao cluster Streptomyces labedae. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e 
construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. Foi 
utilizado como outgroup a espécie Termocrispum agreste DSM 44070T (X79183.1) 
 
         As sequências do gene RNA ribossomal 16S dos isolados M-92, M-239, M-239.2 
e M-358 foram similares à espécie Streptomyces luteus, com valores de 98,90, 97,76%, 
96,29% e 96,25%, respectivamente, quando comparada com o banco de dados do 
Ezbiocloud. A Figura 30 apresenta a análise filogenética e a posição taxonômica destes 
isolados no décimo primeiro cluster. 
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Figura 30. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S das bactérias M-92, M-239, M-239.2, M-
358, pertencentes ao cluster Streptomyces luteus. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-
p e construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. Foi 
utilizado como outgroup a espécie Arcanobacetrium abortisuis murakamiT (AB305159.1). 
 
As sequências do gene RNA ribossomal 16S do isolado M-267 teve uma 
porcentagem de 86,61% de similaridade com a espécie S. tunisiensis quando comparada 
com o banco de dados do Ezbiocloud. Isolado da salina de Morrope; a Figura 31 
apresenta a análise filogenética e a posição taxonômica deste isolado no décimo 
segundo cluster. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S da bactéria M-267 pertencente ao cluster 
Streptomyces tunisiensis. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da árvore 
pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. Foi utilizado como 
outgroup a espécie Bacillus oryzaecorticis R1T (KF548480.1). 
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A análise filogenética das sequências do gene RNA ribossomal 16S indicaram que 
os isolados B-96, B-236.1 e B-236a, pertencem ao gênero Pseudonocardia (Figura 32). 
Representantes deste gênero também foram isolados do ecossistema de mangue 
Nizampatnam pela técnica de dilução em placa (WARWICK et al., 1994; HUANG et 
al., 2002; MANGAMURI et al., 2012). 
As culturas bacterianas dominantes em superfície de solos são na maioria os 
Actinomicetos que correspondem a 20-25% das bactérias cultiváveis do solo, seguido 
de Pseudomonas com 10-20% e os Bacillus que representam entre 2 a 10% das 
bactérias cultiváveis do solo (SHARMA, 2005 e NICOLAU, 2010). 
 
Figura 32. Árvore filogenética do gene RNA ribossomal 16S das bactérias isoladas da Salina de Bayovar 
B-96, B-236.1 e B-236a pertencentes ao gênero Pseudonocardia. Distâncias evolutivas baseadas no 
modelo de Kimura 2-p e construção da árvore pelo método Neighbor-Joining, com valores de bootstrap 
de 1000 repetições, foi utilizado como outgroup a espécie Nonomurea africana DSM 43748T 
(AJ26955.1). 
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Figura 33. Árvore filogenética baseada nas sequências das bactérias isoladas nas Salinas do Norte do 
Perú e as linhagens tipo dos três diferentes filos, Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria. A 
reconstrução filogenética, incluindo a avaliação do suporte de ramo, foi realizada com sequências do gene 
RNA 16S. 
 
Dos 24 isolados pertencentes na Salina de Bayovar de acordo com as análises do 
gene RNA ribossomal 16S foram encontrados três filos do Domínio Bacteria.  
O Filo Proteobacteria foi representado pelo gênero Pseudomonas, Filo Firmicutes, 
representado pelos gêneros Bacillus e Staphylococcus e o Filo Actinobacteria com os 
gêneros Pseudonocardia e Streptomyces, sendo este último em maior número (Tabela 
9). 
ACTINOBACTERIA 
PROTEOBACTERIA 
FIRMICUTES 
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Tabela 9. Isolados bacterianos provenientes das Salinas de Bayovar. 
Isolado 
Identificação  
(% ident. Ezbioclud) 
 
Tipo amostra 
Linhagens tipo Grupo 
B-260a Streptomyces hydrogenans 99.93% Sedimento NBRC 13475(T) 
Actinobacteria 
B-379 Streptomyces hydrogenans 100% Sedimento NBRC 13475(T) 
B-26 Streptomyces hydrogenans 97.53% Sedimento NBRC 13475(T) 
B-93c Streptomyces griseoincarnatus 99.79% Sedimento LMG 19316(T) 
B-95 Streptomyces griseoincarnatus 99.44% Sedimento LMG 19316(T) 
B-236 Streptomyces griseoincarnatus 99.86% Sedimento LMG 19316(T) 
B-265 Streptomyces griseoincarnatus 99.85% Sedimento LMG 19316(T) 
B-144 Streptomyces olivaceus 99.93% Sedimento NRRL B-3009(T) 
B-144b Streptomyces olivaceus 94.13% Sedimento NRRL B-3009(T) 
B-146 Streptomyces olivaceus 99.93% Sedimento NRRL B-3009(T) 
B-146.4 Streptomyces olivaceus 99.67% Sedimento NRRL B-3009(T) 
B-244 Streptomyces olivaceus 99.86% Sedimento NRRL B-3009(T) 
B-236.1 Pseudonocardia antimicrobica 100% Sedimento + Água YIM 63235(T) 
B-96 Pseudonocardia antimicrobica 100% Sedimento + Água YIM 63235(T) 
B-236a Pseudonocardia antimicrobica 99.77% Sedimento + Água YIM 63235(T) 
B-92a Bacillus altitudinis 89.42% Água ASJC01000029.1(T) 
Firmicutes 
B-158 Bacillus oryzaecorticis 94.33% Água KF548480.1(T) 
B-81 Streptomyces mutabilis 93.17% Sedimento NBRC 12800(T) 
Actinobacteria B-93a Streptomyces violascens 99.53% Sedimento + Água ISP 5183(T) 
B-95.1 Streptomyces labedae 99.31% Sedimento NBRC 15864(T) 
B-251a Staphylococcus saprophyticus 99% Água GQ384358(T) 
Firmicutes 
B-251c Staphylococcus saprophyticus 100% Água GQ384358(T) 
B-111.2 Pseudomonas citronellolis 75.36% Água DSM 50332(T) 
Proteobacteria 
B-111.3 Pseudomonas sp. 73.87% Água Z76659(T) 
 
Dos 26 isolados identificados na salina de Mórrope de acordo com as análises do 
gene RNA ribossomal 16S foram encontrados dois filos, o Filo Firmicutes com 
membros representativos do gênero Staphylococcus (S. argensis) e o Filo 
Actinobacteria, cujos representantes pertecem a ordem Actinomycetales com o gênero 
Streptomyces como dominante (Tabela 10). 
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Tabela 10. Isolados bacterianos provenientes das Salinas de Mórrope. 
 
No estudo realizado por Maldonado e colaboradores (2009), sobre diversidade de 
actinobactérias isoladas a partir de sedimento marinho, a maioria das actinobactérias 
isoladas foram classificadas como pertencentes ao gênero Streptomyces. Do total de 166 
(69%) dos isolados reativados no presente estudo 50 (31%) foram sequenciados e 
identificados 42 isolados (26%) do filo Actinobacteria, seguido pelo Filo Firmicutes 
Isolado Identificação (% ident. Ezbioclud) 
 
Tipo amostra  
Linhagens tipo Grupo 
M-282 Streptomyces koyangensis 94.13% Sedimento VK-A60(T) 
Actinobacteria 
M-261 
Streptomyces griseoincarnatus 
99.72% 
Sedimento LMG 19316(T) 
M-266 Streptomyces variabilis 99.47% Sedimento NBRC 12825(T) 
M-323 Streptomyces olivaceus 99.59% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-323.1 Streptomyces olivaceus 99.45% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-275 Streptomyces olivaceus 99.63% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-270 Streptomyces olivaceus 99.72% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-282a Streptomyces olivaceus 99.77% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-285 Streptomyces olivaceus 99.77% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-285.2 Streptomyces olivaceus 99.86% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-275.1 Streptomyces olivaceus 99.48% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-290.1 Streptomyces olivaceus 99.34% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-289 Streptomyces olivaceus 97.24% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-289.1 Streptomyces olivaceus 98.87% Sedimento NRRL B-3009(T) 
M-290 Streptomyces pactum 96.14% Sedimento NBRC 13433(T) 
M-278 Streptomyces pactum 97.22% Sedimento NBRC 13433(T) 
M-274.2 Streptomyces labedae 99.72% Sedimento + Água NBRC 15864(T) 
M-142 Streptomyces labedae 99.64% Sedimento + Água NBRC 15864(T) 
M-358 Streptomyces luteus 96.25% Sedimento + Água TRM 45540(T) 
M-92 Streptomyces luteus 98.90% Sedimento + Água TRM 45540(T) 
M-239 Streptomyces luteus 97.76% Sedimento + Água TRM 45540(T) 
M-239.2 Streptomyces luteus 96.29% Sedimento + Água TRM 45540(T) 
M-267 Streptomyces tunisiensis 86.61% Sedimento + Água CN-207(T) 
M-262 Streptomyces griseorubens 96.89% Sedimento + Água NBRC 12780(T) 
M-399.1 Sthaphylococcus argensis 95.12%  Água M4S-6(T) 
Firmicutes 
M-399 Sthaphylococcus argensis 93.45% Água M4S-6(T) 
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com 6 isolados (4%), e o Filo com menor número de representantes foi o Proteobacteria 
com dois isolados (1%) (Figura 34). 
Particularmente, a prevalência de actinobactérias no isolamento ocorreu devido ao 
tratamento das amostras antes de serem processadas (PISANO et al., 1989; 
TAKIZAWA et al., 1993, FLORES et al., 2014). Dentro dos métodos de isolamento e 
enriquecimento reportados para se obter uma maior variedade de actinobactérias é 
necessário o plaqueamento sobre a superfície de diferentes meios de isolamento seletivo 
suplementados com rifampicina e estreptomicina, favorecendo o crescimento deste 
grupo de bactérias e suplementados com nistatina (50 mg / ml) para reprimir o 
crescimento de fungos (M. GOODFELLOW e H.P. FIEDLER, 2010). O método de 
plaqueamento das diluições em série de amostras de sedimentos úmidos e incubação a 
28 °C por 2 ou mais semanas foi recomendado por ATHALYE e colaboradores (1981); 
VICKERS e WILLIAMS (1987). Os mesmos foram aplicados no presente estudo para o 
isolamento do micro-organsimos pertencentes ao filo Actinobacteria. 
 
Figura 34. Distribuição das bactérias isoladas que incluem os três diferentes filos de acordo com a análise 
parcial do gene RNA ribossomal 16S. 
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Considerando que as amostras foram enriquecidas antes do isolamento, 
actinobactéria foi a classe dominante neste estudo. Assim, 24 isolados de 
actinobactérias (59%) provêm das salinas de Mórrope e 18 isolados (41%) foram 
recuperados das salinas de Bayovar (Figura 35). 
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Figura 35. Distribuição dos filos de cada salina, de acordo com a análise parcial do gene RNA 
ribossomal 16S, totalizando 50 isolados. 
. 
A Figura 35 também mostra a distribuição em número de isolados por filo 
representante (Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria) presentes em cada uma das 
Salinas. A maior incidência do Filo Actinobacteria foi na salina de Mórrope com 24 
isolados (48%) e a Salina de Bayovar com 18 isolados (36%); o Filo Firmicutes ficou 
representado por 4 isolados (8%) para Salinas de Bayovar e 2 isolados (4%) para salinas 
de Mórrope; finalmente, o Filo Proteobacteria ficou representado por 2 isolados (4%) e 
só esteve presente na salina de Bayovar. 
Os isolados do Filo Actinobacteria têm representantes dos gêneros Streptomyces 
(39 isolados) e Pseudonocardia (3 isolados), a maioria destes foram de amostras que 
continham apenas sedimento, somando um total de 30 isolados provenientes de 
amostras isoladas deste tipo; das quais 16 foram da salina de Mórrope e 14 da salina de 
Bayovar e do tipo de amostra sedimento + H2O que somaram apenas 12 isolados; 8 da 
zona A e B e 4 da zona C e D, (Tabela 9,10 e Figura 36). 
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Figura 36. Distribuição do Filo Actinobacteria pela Salina de acordo com a zona e tipo de amostra onde 
foram isolados: Salina Mórrope (zona A e B); salina de Bayovar (zona C e D), totalizando 42 isolados. 
 
Uma nova actinobactéria marinha isolada de lodo marinho, na China, foi 
caracterizada a partir da região gênica do gene RNA ribossomal 16S, e identificada 
como Streptomyces roseogilvus var. marinha (LIN, 2010); novas espécies marinhas 
estão sendo reportadas como pertencentes ao grupo Streptomycetes e ao gênero 
Micromospora por meio de análises da região do gene RNA ribossomal 16S 
(MALDONADO, 2009). 
Em um estudo realizado por JIANG e colaboradores (2007) foram isoladas um 
total de 54 actinobactérias marinhas a partir de esponjas marinhas coletadas em águas 
rasas do Mar da China Meridional. Já em estudo realizado por TADDEI e colaboradores 
(2006), o gênero Streptomyces sp. representou a maioria dos 71 isolados a partir de 
amostras de solo coletadas em diferentes localidades do norte e centro-norte da 
Venezuela. Enquanto que UJIKAWA (2003) isolou 41 cepas de actinobactérias 
produtoras de metabólitos bioativos de várias amostras de solo coletadas em matas 
fechadas e semi-úmidas da região de Araraquara, SP, Brasil. 
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5.4. Ensaio de atividade antiproliferativa  
5.4.1. Avaliação da atividade antiproliferativa dos extratos brutos 
Extratos brutos das bactérias foram produzidos pelo método de separação líquido-
líquido, utilizando o solvente acetato de etila na extração. Foram produzidos 23 extratos 
brutos a partir do crescimento bacteriano, os quais foram avaliados quanto à atividade 
antiproliferativa frente a linhagens de células humanas. 
Os ensaios de atividade antiproliferativa foram realizados in vitro e os resultados 
foram apresentados na forma de gráficos de porcentagem de inibição nas linhagens de 
células tumorais humanas (Figuras 37 e 38) e em valores da inibição total de 
crescimento (TGI) (Tabela 11).  
No gráfico de porcentagem de inibição (Figura 37 A) o valor de T0 foi 
representado no gráfico como uma linha no ponto zero do eixo das ordenadas e o valor 
de C foi comparado com T0 representando 100% de crescimento, na ausência da droga-
teste. A inibição do crescimento celular (atividade citostática) foi representada pelos 
valores que vão de zero a 100, sendo que os valores atingem 50 representam 50% de 
inibição do crescimento celular (GI50), enquanto os valores que atingem zero 
representam inibição total do crescimento (TGI – total growth inibition). Os valores 
negativos (abaixo de zero) representam morte celular (atividade citocida), sendo que os 
valores que atingem o (-50) representam 50% de mortes das células (LC50) (Figura 37 
A). As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibição de 
crescimento concentração-dependente, maior que 50% e linhagem seletiva, isto é, 
atividade preferencial para um único tipo de célula neoplásica ou com efeito citostático 
e/ou citocida distinto entre as linhagens celulares. 
O valor de TGI permite avaliar a potencialidade e/ou seletividade de um 
determinado extrato. São considerados potentes os extratos que apresentam baixos 
valores de TGI, ou seja, que inibem totalmente o crescimento celular em baixas 
concentrações; e seletivas as amostras que apresentam baixos valores de TGI somente 
para determinadas linhagens tumorais. A atividade citocida é mais interessante, já que 
proporciona a eliminação da célula tumoral, além da redução das chances de formação 
de células resistentes a substâncias quimioterápicas (KOHN, 2006). O quimioterápico 
doxorrubicina foi utilizado como controle positivo no ensaio de atividade 
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antiproliferativa, assim valores de TGI dos extratos testados próximos ao controle 
positivo indicam a potencialidade do extrato. 
Inicialmente em um primeiro ensaio foram avaliados 12 extratos brutos dos 
isolados bacterianos frente a três linhagens celulares tumorais. Dentre estes 12 extratos, 
aqueles obtidos dos isolados M-92 e B-146 foram os mais promissores para as linhagens 
tumorais glioma (u), mama (m) e pulmão, não pequenas células (4) (Figura 37). O 
extrato M-92 apresentou atividade citocida frente a três linhagens celulares com valores 
de TGI de 5,06 µg/mL, 7,96 µg/mL e 9,33 µg/mL para glioma, mama e pulmão, 
respectivamente. O extrato B-146 também apresentou atividade citocida frente às 
células tumorais com valores de TGI de 5,41 µg/mL para mama, 8,03 µg/mL para 
mama e 5,06 µg/mL para pulmão (Tabela 11). 
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Tabela 11. Inibição do crescimento das linhagens tumorais frente a atividade antiproliferativa das 
bactérias isoladas das salinas do norte do Peru. 
 
 TGI (µg/mL)  
Composto ou extrato 
 
u 
 
m 
 
4 
 
 
 
 
 
 
1er ensaio 
Doxorrubicina 2,46 6,11 <0,025 
M-83 >250 >250 >250 
M-88 >250 >250 >250 
M-92 5,06 7,96 9,33 
M-93 227,38 246,89 250 
M-95 >250 >250 >250 
M-108 >250 >250 >250 
M-110 >250 >250 >250 
M-122 105,88 133,69 159,21 
M-143 >250 >250 >250 
M-144 >250 >250 >250 
M-145 >250 >250 >250 
B-146 5,41 8,03 5,06 
Composto ou extrato 
 
u 
          
        m 
 
4 
 
 
 
 
 
 
2do ensaio 
Doxorrubicina 1,5 * 1,8 
B-10 17,3 56,0 13,6 
B-105 224,8 ** ** 
B-111 35,8 86,0 22,4 
B-111.3 22,9 34,9 17,8 
M-113 ** ** ** 
M-18 7,3 7,9 11,8 
B-20 15,8 60,3 4,6 
B-8 <0,25 0,63 0,51 
B-81 0,57 0,80 0,61 
B-89 13,6 13,6 11,5 
B-90 97,4 78,9 77,4 
 
TGI: Total Growth Inhibition – concentração necessária para inibir totalmente o crescimento celular de 
linhagens tumorais humanas: u = U251 (glioma), m = MCF-7 (mama); 4 = NCI-H460 (pulmão, tipo não 
pequenas células). *>25 µg/mL; ** >250 µg/mL 
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Figura 37. TGI (Total Growth Inhibition) crescimento celular, A). Doxorrubicina control positivo do experimento 160822. B). TGI do Extrato bruto do isolado M-92- 
Streptomyces sp.  
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Figura 38. C). TGI do Extrato bruto do isolado B-146-Streptomyces sp. 
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No segundo ensaio foram processados 11 extratos brutos de bactérias, dos quais 
os extratos B-8 e B-81 foram os mais promissores (Tabela 11 e Figura 38). O extrato B-
8 apresentou atividade citocida frente às três linhagens celulares com valores de TGI de 
0,25 µg/mL, 0,63 µg/mL e 0,51 µg/mL para glioma, mama e pulmão, respectivamente 
(Tabela 12). O extrato B-81 também apresentou atividade citocida frente às células 
tumorais com valores de TGI de 0,57 µg/mL para glioma, 0,80 µg/mL para mama e 
0,61 µg/mL para pulmão, estes dados comparados com o controle positivo 
(Doxorrubicina) foram mais promissorias (Tabela 11). 
No trabalho realizado por LIN et al. (2010), um novo estreptomiceto, a cepa 
designada de Streptomyces sp. L0804, isolada de lodo marinho na China, produz dois 
compostos ativos a partir de seu metabolismo secundário, os quais apresentam atividade 
antimicrobiana e anti-tumoral, sendo que um deles, o composto A é um alcalóide de 
aparência laranja avermelhado e facilmente solúvel em clorofórmio, acetato de etila, 
acetona, etanol, metanol e dimetilsulfóxido, mas insolúvel em ciclohexano, éter de 
petróleo, éter etílico e água. Ficou comprovado que o composto A, é uma mistura de 
pelo menos 3 substâncias que atuam em conjunto dando uma melhor atividade bioativa. 
Resultados de atividade antiproliferativa de isolados de estreptomicetos frente às 
células tumorais humanas foram apresentados em outros estudos, os quais foram 
semelhantes aos reportados neste trabalho. 
Os manumicinas constituem uma classe de compostos com atividade citotóxica, a 
manumicina A e chinicomicinas A e B, os quais foram isolados a partir de Streptomyces 
sp. M045 derivados de sedimentos de Jiaozhou Bay na China. A chinicomina A revelou 
moderada atividade antitumoral seletiva frente às linhas celulares como: cancro de 
mama MaxF 401NL (CI50 de 2,41 mg / mL), melanoma MexF 462NL (CI50 de 4,15 
mg/mL), e cancro renal RXF 944L (CI50 de 4,02 mg/ml). Por outro lado, a 
chinikomicina B apresentou atividade antitumoral seletiva contra a linha celular de 
cancro mamário MaxF 401NL (IC50 de 3,04 mg/mL) (LI et al., 2005). 
As dariamidas pertencem também à família de compostos das manumicinas. Elas 
foram isoladas a partir da estirpe Streptomyces CNQ-085; isolada a partir de sedimentos 
marinhos, a uma profundidade de 50 m e coletada fora da costa de San Diego, 
Califórnia. As dariamidas A, B e C foram submetidas a avaliação de citotoxicidade 
contra células humanas de carcinoma do cólon da linha HCT-116 mostrando que  a 
dariamida A é significativamente mais potente (IC50 de 3,15 mg/mL) do que as 
dariamidas B e C (ASOLKAR et al., 2006). 
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Chalcomicina, um macrólido de 16 membros, é produzido por Streptomyces sp. 
M491 o qual foi isolado da costa Qingdao (China). Além disso, chalcomicina e o 
composto B chalcomicina relacionados ao isolado Streptomyces, estirpe B7064, foram 
encontrados em sedimentos de mangue no Hawaii e inibem a síntese de proteínas em 
linhagens celulares de carcinoma de cérvix humano- HeLa (GUPTA et al., 1988 e 
ASOLKAR et al., 2002). 
O aureoverticilactam é uma lactama macrocíclica de 22 membros produzido por 
Streptomyces aureus-verticillatus NPS001583 isolada a partir de sedimentos marinhos. 
O aureoverticilactam tem atividade inibidora do crescimento moderado de 
adenocarcnioma colorretal HT-29, da leucemia Jurkat e de linhas celulares de 
melanoma de rato B16F10 (MITCHELL et al., 2004). 
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Figura 39. TGI (Total Growth Inhibition) crescimento celular, A). Doxorrubicina control positivo experimento 161121, B). TGI do Extrato bruto do isolado B-8 Streptomyces 
sp. 
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Figura 40. TGI (Total Growth Inhibition) crescimento celular, C). TGI do Extrato bruto do isolado B-81 Streptomyces sp. 
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Outros extratos brutos obtidos das bactérias M-83, M-88, M-93, M-95, M-108, M-
110, M-122, M-143, M-144, M-145, B-10, B-18, B-20, B-89, B-90, B-105, B-111, B-
111.3 e B-113; também apresentaram atividade antiproliferativa quando comparados 
com o composto Doxorrubicina, controle positivo utilizado neste estudo (Anexo 2). 
 
5.4.2. Perfil químico por UHPLC-MS dos extratos brutos de bactérias 
A obtenção da composição química dos diferentes extratos brutos foi possível 
pelo emprego da técnica de cromatografia líquida acoplada à espectometria de massas 
(UHPLC-MS). O perfil químico dos diferentes extratos foi organizado e agrupado de 
acordo com o gênero científico de cada micro-organismo avaliado neste estudo, 
possibilitando assim uma comparação dos compostos similares entre eles. Além disso, 
houve a comparação do perfil químico obtido por cromatografia líquida entre os 
extratos oriundos de um crescimento microbiano e um extrato considerado controle 
negativo, ou seja, aquele onde foi obtido o extrato do meio de cultivo esterilizado, sem o 
crescimento de nenhum micro-organismo. A aplicação desta estratégia de triagem às 
estirpes isoladas resulta na detecção de um elevado número de novos compostos. A 
vantagem deste método baseia-se na seletividade de separação e no monitoramento da 
matriz de diodos que permitem um olhar muito próximo a cada extrato gerado 
individualmente. O método permite a detecção e caracterização de padrões de 
metabólitos amplos em filtrados de cultura ou em no bruto de micro-organismos 
(FIEDLER, 2010). 
Os perfis químicos por UHPLC-MS dos extratos brutos obtidos das bactérias     
B-81, M-92, e B-146 foram colocados em três grupos para sua posterior comparação 
com os compostos já descritos na literatura. O isolado B-8, apesar de promissor, não foi 
selecionado para as demais etapas deste estudo, porque o material genético não 
amplificou, não perimtindo sua identificação, porém este isolado foi guardado para um 
estudo futuro. 
O perfil cromatográfico no modo positivo do extrato bruto B-81 apresenta picos 
predominantemente nos minutos 4.10; 4.82; 4.95; 5.67; 6.49; 7.01; 7.84; 8.74; 9.10; 
10.42; e 10.56, de um tempo de corrida do minuto 0 ao minuto 12. Por outro lado, o 
modo negativo apresenta picos de maior porcentagem com os mesmos intervalos de 
tempo de corrida 7,0; 9,11; 10.43; 10.68 e 10.95 (Figura 39). 
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Figura 41. Perfil cromatográfico do UHPLC-MS do extrato bruto B-81 Streptomyces sp., A). Modo 
positivo, B). Modo negativo. 
 
Os perfis cromatográficos do extrato bruto do isolado M-92 no modo positivo 
apresenta picos com maior porcentagem nos minutos 5.86; 7.59; 8.11; 8.74; 10.09; 
10.86 e 11.05, de um tempo de corrida do minuto 0 a 12 minutos. Por outro lado, o 
modo negativo apresenta picos com os mesmos intervalos de tempo de corrida 1.70; 
10,02; 10.30; 10.87 e 11.01 (Figura 40). 
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Figura 42. Perfil Cromatográfico do UHPLC-MS do extrato bruto M-92 Streptomyces sp., A). Modo 
positivo e B). Modo negativo. 
 
E finalmente os perfis cromatográficos do extrato bruto do isolado B-146 no 
modo positivo apresenta picos com maior porcentagem nos minutos 7.59; 8.56; 8.74; 
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9.40; 9.92; 10.09 e 10.86, de um tempo de corrida do minuto 0 a 12 minutos. Por outro 
lado, o modo negativo apresenta picos com os mesmos intervalos de tempo de corrida 
9.99; 10,29; 10.49 e 10.93 (Figura 41). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Perfil cromatográfico do UHPLC-MS do extrato bruto B-146 Streptomyces sp., A). Modo 
positivo e B). Modo negativo. 
 
Os extratos brutos dos três isolados pertencem ao gênero Streptomyces e seus 
perfis cromatográficos (Figuras 39, 40 e 41) mostraram-se muito complexos conforme 
já evidenciado por outros estudos. Do total de compostos que esse gênero é capaz de 
produzir, estima-se que são cerca de 100 mil substâncias, sendo que apenas uma 
pequena fração (10%) já foi revelada (WATVE et al., 2001),. Além disso, um maior 
número de biomoléculas com atividade antiproliferativa foi obtidos a partir do gênero 
Streptomyces. 
Os extratos dos isolados B-81, M-92 e B-146 também foram produzidos em maior 
escala, em três diferentes meios de cultura conforme indicado na Tabela 12. Entretanto 
a recuperação da biomassa seca dos extratos nos três diferentes meios foi maior para o 
isolado M-92, com uma média de rendimento de 444,7 mg em meio ISP2, 279,6 mg em 
meio NB, e 29,7 mg em meio R2A. Isto pode ser atrubuído ao tamaho celular da 
cultura. Por outro lado, o isolado B-146 rendeu 415,4 mg em meio ISP2, em meio NB 
79,8 mg e 64,6 mg em R2A. Finalmente, o isolado B-81 apresentou menor rendimento 
em massa seca, sendo a média de 239,4 mg em meio ISP2, seguido de 84,5 mg em meio 
NB e 81,4 mg no meio R2A. 
A recuperação de cada uma das frações foi de maneira geral maior para o meio 
ISP2, seguida das frações produzidas em meio R2A e, por fim, as produzidas em meio 
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NB, que apresentaram baixa recuperação. Isto pode ter ocorrido devido ao uso da sílica 
que apresenta características polares e não favorece o fracionamento dos extratos 
produzidos em meio NB. Para todas as frações, os maiores rendimentos foram 
recuperados pelo solvente metanol nos meios R2A e ISP2, e no meio NB a fração 
MeOH-H20 foi a maior, com 156,5 mg para isolado B-81 o que indica que os extratos 
apresentam maior afinidade com solventes polares (Tabela 12). 
Frente aos resultados de maior rendimento do extrato bruto do isolado B-81, este 
foi selecionado para avaliação de atividade antiproliferativa para 10 linhagens celulares 
humanas, enquanto que os outros dois extratos, M-92 e B-146, não seguiram para etapas 
futuras neste estudo. 
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Tabela 12. Rendimento de biomassa seca dos três isolados bacterianos e suas frações em três diferentes 
meios de cultura 
Estatística: a≠b≠c≠d≠e; I≠II≠III (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, para p≤0,05, com n=6). 
* Actinobactérias com atividade antiproliferativa, (1) Fração aquosa ou água 100%; (2) Fração água-
MeOH 1:1 v; (3) Fração MeOH 100%; (4) Fração MeOH-AcEOt 1:1 v; (5) Fração AcEOt 100%; (6) 
Fração AcEOt: Ac. Acet.Glacial 1:1 v. 
 
5.4.3. Avaliação antiproliferativa dos extratos brutos e suas frações produzidas em 
maior escala 
O ensaio antiproliferativo dos extratos brutos e suas frações em maior escala 
foram realizados com o isolado B-81 (Streptomyces sp.) frente a 9 linhagens tumorais e 
uma não tumoral nos três tipos de meios de cultura, NB, ISP2 e R2A e os resultados 
estão apresentados na Tabela 13 e nas Figuras 42 e 43. 
O extrato bruto do isolado B-81 apresentou atividade citocida frente as células 
tumorais com valores de TGI de 19,4 µg/mL para ovário e de 11,6 µg/mL para 
*Código 
isolado/Frações 
Rendimento em 
biomassa seca 
(mg/500mL) 
 
Rendimento em extrato bruto 
(mg/500mL) 
R2A 
Media 
ISP2 
Media 
NB 
Media 
R2A 
 
Media 
ISP2 
 
Media 
 
NB 
Media 
B-81 (1)  
81,4
c
 239,4
d
 84,5
c
 
35,2  
 
76,4
II
 
 
 
 
   35,5  
 
26,05
I
 
38,9  
B-81 (2) 139,9 57,7 156,5  
B-81 (3) 270,8 53,6 325,0 90.7
III
 
B-81 (4) 7,4 6,5 16,5  
B-81 (5) 4,1 1,2 3,2  
B-81 (6) 1,2 1,8 4,1  
M-92 (1) 
29,7
a
 444,7
e
 279,6
d
 
4,1  2,3  36,4  
M-92 (2) 20,2  8,7  52,9  
M-92 (3) 201,6  306,2  140,5  
M-92 (4) 18,9 43,7
II
 8,1 57,1
II
 8,0 40,8
I
 
M-92 (5) 11,2  4,1  6,1  
M-92 (6) 6,3  13,7  1.0  
B-146 (1) 
64,6
b
 415,4
e
 79,8
c
 
35,8  39,8  3,4  
B-146 (2) 26,9  71,8  19,1  
B-146 (3) 84,8  173,0  138,4  
B-146 (4) 30,7 33,2
 I
 10,2 51,5
II
 29,4 33,9
II
 
B-146 (5) 10,5  9,9  10,9  
B-146 (6) 10,6  4,8  2,5  
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leucemia, além das células tumorais glioma, mama e pulmão, observada anteriormente 
(Figura 38). 
A atividade antiproliferativa frente as 10 linhagens celulares humanas também foi 
avaliada para as seis frações obtidas a partir do extrato bruto do isolado B-81. Os 
resultados mostram a atividade citostática das frações 1, 2, 5 e 6 para todas as células 
tumorais e atividade citocida foi observada nas frações 3 e 4 também para todas as 
células tumorais. Entretanto, a atividade foi menor quando comparada com o extrato 
bruto (Tabela 13). Este resultado pode ser atribuído ao efeito sinérgico dos composto 
quando em conjunto no extrato bruto, em detrimento do composto isolado. 
O extrato bruto e suas frações ativas (3 e 4) do isolado B-81 não foram tóxicos 
para a linhagem não tumoral humana, o HaCaT (queratinócito) (Figuras 42 e 43). 
Consideranto os resultados da atividade antiproliferativa da fração polar 3 
(Metanol 100%) em meio R2A, esta foi selecionada para a detecção das substãncias por 
cromatografia líquida acoplada à espectometria de massas (UHPLC-MS). 
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Tabela 13.  Avaliação antiproliferativa do isolado bacteriano B-81 Streptomyces sp. em três diferentes meios e as frações do meio R2A frente a 9 linhagens tumorais e 1 não 
tumoral. 
 
B-81 NB: Streptomyces sp. Extrato bruto em meio de crescimento em caldo nutriente. 
B-81 ISP2: Streptomyces sp. Extrato bruto em meio de crescimento em extrato de levedura-extrato de malte. 
B-81 R2A: Streptomyces sp. Extrato bruto em meio de crescimento caldo R2A. 
B-81 R2A frações: 1= H20; 2= MeOH-H20; 3= MeOH; 4= MeOH- AcOEt; 5= AcOEt 100%; 6= AcOEt -ácido 
Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma), u = UACC-62 (melanoma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovário com fenótipo de resistência a múltiplos 
fármacos); 7=786-O (Adenocarcinoma rim); 4 = NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células); o = OVCAR-03 (ovário); h = HT-29 (cólon); k = K562 (leucemia). 
Linhagem não tumoral humana: q = HaCaT (queratinócito). 
Doxo: Doxorrubicina (quimioterápico de referência). 
TGI: Total Growth Inhibition – concentração necessária para inibir totalmente a proliferação celular. 
* TGI > 250 g/mL 
Extrato bruto 
TGI (µg/mL) 
2 u m a 7 4 o h k q 
Doxo 0,030 0,76 >25 >25 0,22 >25 14,4 >25 6,3 >25 
B-81 NB 70,9 250 * * * * * * * * 
B-81 ISP2 14,1 17,2 * 155,9 * 38,9 55,2 155,7 * * 
B-81 R2A 1,6 21,3 8,0 31,0 39,0 11,2 19,4 89,7 11,6 158,1 
B-81 R2A frações 2 u m a 7 4 o h k q 
Fração 1 * * * * * * * * * * 
Fração 2 * * * * * * * * * * 
Fração 3 38,3 127,2 154,6 189,8 172,6 108,0 62,1 167,4 81,5 * 
Fração 4 73,5 89,4 184,5 143,2 * 235,1 81,6 195,2 100,4 * 
Fração 5 * * * * * * * * * * 
Fração 6 163,0 * * * * * * * * * 
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Figura 44. Avaliação dos extratos brutos do isolado B-81 Streptomyces sp. em três meios diferentes frente a 10 linhagens tumorais; A). Doxorobucina controle positivo no 
experimento 170502; B). Extrato bruto em meio R2A. 
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Figura 45. Avaliação dos extratos brutos do isolado B-81 Streptomyces sp. em três meios diferentes frente a 10 linhagens tumorais; C). Extrato bruto em meio NB; D). 
Extrato bruto em meio ISP2. 
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Figura 46. Avaliação das frações do isolado B-81 Streptomyces sp., A). Fração H2O; B). Fração metanol-H2O. 
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Figura 47. Avaliação das frações do isolado B-81 Streptomyces sp., C). Fração metanol; D). Fração metanol-AcEOt 
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Figura 48. Avaliação das frações do isolado B-81 Streptomyces sp., E). Fração AcEOt 100%; F). Fração AcEOt- ácido frente a 10 linhas celulares humanas. 
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5.4.4. Detecção das substâncias presentes nos extratos brutos e nas frações do 
isolado B-81 Streptomyces sp. 
 
A detecção das substâncias presentes nos extratos brutos e nas frações do isolado 
B-81 (Streptomyces sp.) foi obtida pelo emprego da técnica de cromatografia líquida 
acoplada à espectometria de massas (UHPLC-MS) e os compostos dos extratos brutos 
foram desreplicados, em modo positivo e em modo negativo. 
Os perfis químicos da fração polar 3 (100% metanol) em acetato de etila do 
isolado B-81 Streptomyces sp., cultivado nos três diferentes meios de cultura revelaram 
que as frações polares 3 dos meios de cultura NB e R2A foram similares em função da 
sua composição química das m/z e de seus tempos de retenção onde os compostos foram 
detectados, e diferem dos perfis químicos da fração polar 3 no meio ISP2 (Figura 44). 
Os perfis do UHPLC-MS das demais frações do isolado B-81 Streptomyces sp, 
cultivados nos três diferentes meios de cultura estão apresentadas no Anexo 3. 
Os demais perfis químicos desreplicados das m/z (ESI-MS/MS) das moléculas 
detectadas no extrato bruto e sua fração polar (3), tanto nos modos positivo e negativo, 
do isolado B-81 Streptomyces sp. comparados com a literatura que não foram exibidos 
nesta seção estão apresentados no Anexo 4. 
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Figura 49. Perfil cromatográfico do UHPLC-MS em modo positivo e modo negativo, da fração polar (3) 
Metanol 100% do isolado B-81 Streptomyces sp., nos três diferentes meios de cultura ISP2, NB e R2A. 
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5.4.4.1. Detecção de moléculas isoladas no extrato bruto, em AcOEt do isolado B-
81 Streptomyces sp. cultivado no meio R2A em maior escala 
As moléculas do extrato bruto obtidas na análise do ESI-MS/MS (+) 30V do 
isolado B-81 Streptomyces sp., foram desreplicadas no modo positivo e no modo 
negativo, comparadas com as m/z de 157 moléculas já descritas na literatura (Tabela 
15), as quais foram recuperadas de  diferentes bases de dados: IMG-ABC 
(https://img.jgi.doe.gov/abc/), PUBCHEM (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), 
DOBISCUIT (http://www.bio.nite.go.jp/pks/),  SCIFINDER (https://scifinder.cas.org/), 
MASSBANK da América do Norte (MoNA) (http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/) e 
NORINE (http://bioinfo.lifl.fr/norine/). 
Embora seja possível detectar algumas das biomoléculas por experimentos de ESI 
(+)-MS/MS, não há como definir a identidade de cada uma delas, pois esta classe de 
compostos produzida por este gênero é muito rica estruturalmente e o número de 
isômeros é muito grande. O perfil químico do UHPLC-MS em modo positivo, do 
extrato bruto do isolado B-81 Streptomyces sp. quando comparado com as substâncias 
descritas na Tabela 15 revelou a detecção de quatro biomoléculas pelos Espectros de 
ESI (+) -MS/MS dos íons de m/z 500, 655, 614 e 864 que correspondem a benastatina 
A, oxazolomicina, foslactomicina C e poliquetomicina, respectivamente (Figura 45). 
O policetídio penastatina A, que apressenta atividades antibacteriana e 
antitumoral, a tetraciclina, poliquetomicina, conhecida por suas atividades 
antibacteriana e antitumoral, a foslactomina C têm atividades biológicas antifúngicas e 
antitumorais, e a Oxazolomicina se caracteriza por ter atividades antibacterianas, 
antitumorais e antivirais (AOYAGI et al., 1992; DAUM et al., 2009; FUSHIMI et al., 
1989 e ZHAO et al., 2006) (Tabela 15). 
Wolfender e colaboradores (2003) relatam que a desreplicação de extratos 
empregando técnicas como UHPLC-MS evita o isolamento de compostos de pouco 
interesse e permite a detecção e isolamento de novos compostos bioativos. 
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Figura 50. A) Perfil cromatográfico do UHPLC-MS em modo positivo, do extrato bruto do isolado B-81 
Streptomyces sp. Espectros de ESI (+) - MS/MS dos íons de: B) m/z 500 (Benastatin A), TR. 4,615; C) m/z 655 
(oxazolomicina), TR. 8,22, D) m/z 614 (fhoslactomicina C), TR. 9,00 e E). m/z 864 (poliquetomicina), TR. 
10,156. 
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5.4.4.2. Deteção de moléculas isoladas na fração ativa metanol 100%, em AcOEt do 
isolado B-81 Streptomyces sp. cultivado no meio R2A em maior escala 
As moléculas da fração polar (3) metanol 100% obtidas na análise do ESI-MS/MS 
(+) 30V do isolado B-81 Streptomyces sp. no meio R2A, desreplicadas no modo 
positivo e negativo, foram comparadas com m/z de 157 moléculas já descritas na 
literatura (Tabela 15). Desta comparação foi possível observar que a fração polar (3) 
bioativa apresentou uma complexidade diversa na qual foram revelado um total de 42 
moléculas detectadas. 
O perfil químico da fração polar (3) com quatro das moléculas desreplicadas no 
ESI-MS/MS obtidas em modo positivo estão apresentados na Figura 46A. A primeira 
molécula apresentou um constituinte majoritário de m/z [M+H]+ = 1255, classificada na 
literatura como actinomicina D (Figura 46B), detectada no tempo de retenção (TR) 
8,848 min; a segunda molécula com m/z [M+H]+ = 623 foi detectada no tempo de 
retenção de 8,720 min e apresentou um perfil de fragmentação de 464 e 623 [M+H]+ 
que correspondente a azinomicina B (Figura 46C); a terceira molécula de m/z 446,4 
[M+H]+ foi detectada aos 9,648 min e nomeada na literatura como cefamicina C (Figura 
46D); finalmente, no tempo de retenção 8,772 min foi detectada a molécula de m/z 340 
[M+H]+ classificada como asparinomicina A (Figura 46E). 
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Nos últimos 40 anos, métodos cromatográficos e espectométricos têm sido 
empregados no estudo da composição química de uma grande variedade de compostos 
naturais. Estas metodologias envolvem a combinação de métodos que determinam a 
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Figura 51. A). Perfil cromatográfico do UHPLC-MS em modo positivo, da fração polar (3) Metanol 100% 
do isolado B-81 Streptomyces sp. produzido em meio R2A; Espectros de ESI (+) -MS/MS dos íons de B) m/z 
1255 (actinomicina D) detectada no TR. 8,848 min; C) m/z 623 (azinomicina B), TR. 8,720 min; D) m/z 446 
(Cefamicina C) com um TR. 9,648 min e E) m/z 340 (Asparinomicina A), com um TR. De 8,772. min. 
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ocorrência, a atividade, a estrutura e a pureza dos compostos permitindo uma rápida 
caracterização de componentes ativos presentes em amostras bioativas. Neste contexto, 
a combinação de técnicas, como acoplamento de cromatografia líquida à espectrometria 
de massas (UHPLC-MS) nos permite fazer a separação e detecção de compostos 
complexos (NIESSEN e GREEF, 1992). 
Streptomyces é um grande gênero de bactérias, bem conhecido pela sua produção 
de metabólitos secundários. De fato, estes metabólitos são dipeptídeos cíclicos 
(WATTANA-AMORN et al., 2016), antraciclinas (PAMBOUKIAN, 2003.), compostos 
pirólicos (CHEN et al., 2015), entre outros. Segundo, TUNTIWACHWUTTIKUL 
(2008), os Streptomyces são microorganismos promissores com alta capacidade de 
produzir actinomicinas biologicamente ativas. Dentre estas moléculas, quatro novos 
compostos foram isolados, identificados estruturalmente e denominados, Lansai A, B, C 
e D, que apresentaram atividades antifúngica e anticancerígena. 
Um gênero novo (chamado MAR4) da família Streptomycetaceae foi estabelecido 
a partir o isolado CNQ-525 obtido de sedimento do oceano da Califórnia a 152 m de 
profundidade. Este isolado produz três novas dihidroquinonas cloradas, cujas estruturas 
apresentam esqueletos de carbono, que foram anteriormente relatados aos metabolitos 
da classe napiradiomicina. As cloro-dihidroquinonas possuem propriedades antibióticas 
e citotóxicas contra a linhagem cancerígena HCT-116 (Câncer de cólon). (SORIA-
MERCADO et al., 2005). 
Segundo XU et al. (2007) a molécula benastatina A apresenta atividade citotóxica 
frente à linhagem celular de leucemia humana K-562 (GI 50 10,8 / 10.6 ug mL-1). A 
actinomicina D apresenta atividade citotóxica frente à linhagem celular A549 de câncer 
de pulmão 9 (HIRATA e NAKANISHI 1949). Por outro lado, a atividade 
antiproliferativa da foslactomicina C ainda não foi determinada, mas as atividades 
antibacteriana e antifúngica já foram descritas (FUSHIMI et al., 1989). O mesmo ocorre 
com a himalomicina A, que é um novo antibiótico quinona isolado a partir de 
Streptomyces B6921 (MASKEY et al., 2003). A azinomicina B é citotóxica frente à 
linhagem celular de leucemia P388 em testes in vivo (ISHIZEKI et al., 1987). 
Os perfis químicos do extrato bruto e da fração polar 3 obtidos neste estudo 
revelaram a presença destas moléculas identificadas na literatura (Tabela 14), além de 
outras detectadas no UHPLC-MS por injeção direta dos espectros de full Scan 
adquiridos na faixa de m/z 50-1500 em tempo de corrida de 5 mim. Estas moléculas 
ainda não identificadas estão apresentadas no perfil químico (Fingerprint) do extrato 
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bruto (Figura 47, circulados em azul) e da fração polar 3 (Figura 48, circulados em 
vermelho).  
A Tabela 15 detalha os perfis químicos gerados pelo ESI-MS com m/z das 
moléculas detectadas com seus tempos de retenção dos extratos brutos e a fração polar 3 
do isolados B-181 Streptomyces sp. no meio R2A. As demais m/z e tempos de retenção 
das moléculas detectados do isolado B-81 (Streptomyces sp.) nos meios de cultura NB e 
ISP2 estão descritos no Anexo 5. 
Embora o extrato bruto e a fração polar 3 tenham apresentado atividade 
antiproliferativa contra as células tumorais (Tabela 13), não podemos afirmar que esta 
atividade está relacionada somente com as moléculas detectadas e identificadas na 
literatura. Deste modo, faz-se necessária a utilização de técnicas complementares, como 
por exemplo a RMN para elucidar moléculas de amostras complexas (DE LA MORA et 
al., 2000, KATJA et al., 2007, HAM, 2008). 
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Tabela 14. Possíveis substâncias detectadas em função de suas m/z no extrato bruto e na fração polar (3) Metanol 100% do isolado B-81 Streptomyces sp.analisados por 
UHPLC-MS, ESI-MS e ESI-MS/MS. 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
Actinomycin D 1255.4 *a, *b, *d Hirata & Nakanishi (1949) 1255  8,848 *+ ˗ 
Ácido Olivanico 270.3 a Hood et al. (1979)     *˗ ˗ 
Aclarubicin  811.3 b Kantola et al. (2000) 
 
   811 8.371 + ˗ 
Alnumycin 416.1 b Oja et al. (2008)  
 
  
 
˗ ˗ 
Ansamitocin P3 634.2 b, *e Carroll et al. (2002) 
 
  
 
˗ ˗ 
Antibiotic SF2415B2 424.5 a Shomura et al. (1987) 424   7.536 + ˗ 
Antibiotic SF2415B3 495.4 a Shomura et al. (1987)     ˗ ˗ 
Ascomycin 792,0 e, *f Motamedi et al. (1996)    ˗ ˗ 
Asparenomycin A 340.3 a Tanaka et al. (1981) 340   8.772 + + 
Aureothin 397.1 b, e, g He & Hertweck (2003) 
 
  
 
˗ ˗ 
Avermectin 873,0 *c Pang et al. (1995)    ˗ ˗ 
Avilamycin 1404,2 a Gaisser et al. (1997)    ˗ ˗ 
Azinomycin B 623.2 b Zhao et al. (2008) 623   8,720 + + 
Bafilomicin A1 622.8 a, e Werner et al. (1984)     ˗ ˗ 
Bafilomicin A2 636.8 a, e Werner et al. (1984)     ˗ ˗ 
Bafilomicin B1  815.9 a, e Werner et al. (1984)     ˗ ˗ 
Bafilomicin B2 830.0 a, e Werner et al. (1984)     ˗ ˗ 
Bafilomicin C1 720.8 a, e Werner et al. (1984) 720   9.347; 10.326 + + 
Bafilomicin C2 734.9 a, e Werner et al. (1984)     ˗ ˗ 
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Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
Bafilomicin D 604.8 a Kretschmer et al. (1985)     ˗ ˗ 
Bafilomicin D2 720.9 a Kretschmer et al. (1985) 720   9.347; 10.326 + + 
Bafilomicin V1 668.9 a Marshall & Adams (2002) 668   8.741 + + 
Borrelidin 489.3 a Berger et al. (1999) 
 
  
 
˗ ˗ 
Benastatin A 500.1 a, b Aoyagi et al. (1992) 500   4.615 ˗ + 
Benastatin B 500.2 a, b Aoyagi et al. (1992) 500   8.727 + + 
Benastatin C 456.1 a Aoyama et al. (1993) 456   4.464 + + 
Benastatin D 458.2 a Aoyama et al. (1993) 
 
  
 
˗ ˗ 
Bisanthranquinona BE-
43472B 
552.5 a, b Kushida, (1996) 552   8.515 + + 
Bonactin 400.5 a Hill, (2003)    ˗ ˗ 
Caboxamycin 255.2 a Hohmann et al. (2009)     ˗ ˗ 
Cephamycin C 446.4 a Ginther Charles, (1979) 446   7.541; 9.648 + + 
Concanamycin A 866.0 b, c, d, e Haydock et al. (2005)    ˗ ˗ 
Cosmomycin D 1188.5 a Ando et al. (1985)     ˗ ˗ 
Chromomycin a3 1183.2 a, b, d Menendez et al. (2004)    ˗ ˗ 
Chloro-dihydroquinona 1 513.1 a, b Soria-Mercado et al. (2005)    ˗ ˗ 
Chloro-dihydroquinona 2 533.1 a, b Soria-Mercado et al. (2005)    ˗ ˗ 
Chloro-dihydroquinona 3 491.1 a, b Soria-Mercado et al. (2005)    ˗ ˗ 
Chloro-dihydroquinona 4 527.1 a, b Soria-Mercado et al. (2005)    ˗ ˗ 
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Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
Dynemicin 537.1 a, b Konishi et al. (1989)     ˗ ˗ 
Daunorubicin 527.1 b Dickens & Strohl (1995)     ˗ ˗ 
Doxorubicin 543.5 b 
Stutzman-Engwall et al. 
(1992) 
   ˗ ˗ 
Dinactin 764.9 a Beck et al. (1962)     ˗ ˗ 
Elaiophylin 1025.2 a Arcamone et al. (1959) 1025   8.968 + + 
Epithienamycin A 314.3 a Stapley et al. (1980)     ˗ ˗ 
Epithienamycin B 312.3 a Stapley et al. (1980) 312   5.510; 6.868 + + 
Epithienamycin E 392.3 a Stapley et al. (1980)     ˗ ˗ 
Epithienamycin F 394.4 a Stapley et al. (1980)     ˗ ˗ 
Epothilone A 493.6 b Molnar et al. (2000)    ˗ ˗ 
Epothilone B 507.6 b Molnar et al. (2000)    ˗ ˗ 
Essramycin 268.2 a, e El-gendy et al. (2008)     ˗ ˗ 
Elloramycin 660.2 a, b Blanco et al. (2001)     ˗ ˗ 
Fredericamycin 539.1 a, b, e 
Wendt-Pienkowski et al. 
(2005) 
    ˗ ˗ 
Frigocyclinone 463.5 a  Bruntner et al. (2005) 463   7.625 + + 
FD891 578.3 b Kudo et al. (2010) 578   5.708 + + 
Geldanamycin   560.6 b, d He et al. (2006)  560   7.760 + + 
Gilvocarcin E 496.5 a, b, d Fisher et al. (2003)    ˗ ˗ 
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Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
Gilvocarcin M 482.4 a, b, d Fisher et al. (2003)     ˗ ˗ 
Gilvocarcin V 494.4 a, b, d Fisher et al. (2003)     ˗ ˗ 
Glaciapyrrole A 333.4 b Macherla et al. (2005) 333   6.868; 8.564 + + 
Glaciapyrrole B 317.4 b Macherla et al. (2005)     ˗ ˗ 
Glaciapyrrole C 299.4 b Macherla et al. (2005)     ˗ ˗ 
Gutingimycin 1027.9 a Maskey et al. (2004) 1027   9.202 + + 
Hedamycin 746.3 b Bililign et al. (2004)     ˗ ˗ 
Hectochlorin 665.5 b, e Ramaswamy et al. (2007)    ˗ ˗ 
Herbimycin A 574.2 b Rascher et al. (2005) 
 
  
 
˗ ˗ 
Hygrolidin 676.8 a Seto et al. (1982)     ˗ ˗ 
Himalomycin A 939.0 a Maskey et al. (2003) 939   8.084 + + 
Himalomycin B 828.9 a Maskey et al. (2003)     ˗ ˗ 
Hygrobafilomycin 783.0 b, e  783   9,353 + + 
Ionomicin 709.0 a Liu & Herman (1978)     ˗ ˗ 
JBIR-100 674.8 a  Molloy et al. (2016) 674   8.547 + + 
Kazusamycin A 556.3 b Umezawa et al. (1984)    ˗ ˗ 
Landomycin 1086.4 b Westrich et al. (1999)     ˗ ˗ 
Lajollamycin 687.8 a, b 
Rama Rao Manam et al. 
(2004) 
    ˗ ˗ 
Leucanicidin 783.0 g Isogai et al. (1984) 783   9,353 + + 
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Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
Lidamycin 844.2 a, b Liu et al. (2002)    ˗ ˗ 
Lincomycin 406.5 a MacLeod et al. (1964)     ˗ ˗ 
Lobophorin A 1155.9 a Jiang et al. (1999)     ˗ ˗ 
Lobophorin B 1210.3 a Jiang et al. (1999)     ˗ ˗ 
Lobophorin C  1209.0 b Wei et al. (2011)    ˗ ˗ 
Lobophorin D 1157.0 b Wei et al. (2011)    ˗ ˗ 
Lobophorin E 1171.3 a Niu et al. (2011)     ˗ ˗ 
Lobophorin F 1027.2 a Niu et al. (2011) 1027   9.202 + + 
Lobophorin H 752.9 a Qi Pan et al. (2013)     ˗ ˗ 
Lobophorin I 1185.3 a Qi Pan et al. (2013) 1185  9.143 + + 
Lobophorin J 1173.6 a, b Braña et al. (2017)      ˗ ˗ 
Maduropeptin 778.2 a, b Hanada et al. (1991)     ˗ ˗ 
Manumycins E 534.2 a Shu et al. (1994)    ˗ ˗ 
Manumycins F  546.2 a Shu et al. (1994) 546  5.823 + + 
Manumycins G 506.2 a Shu et al. (1994)    ˗ ˗ 
Marmycins A 413.4 b Glenroy et al. (2007)    ˗ ˗ 
Marmycins B 447.9 b Glenroy et al. (2007) 447  7.541; 9.648 ˗ ˗ 
Medermycin  457.4 a, b Ichinose et al. (2003)    ˗ ˗ 
Mithramycin 1085.1 a, b Lombo et al. (1996)    ˗ ˗ 
Monactin 750.9 a Beck et al. (1962) 750   9.654 + + 
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Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
Mutalomycin  755.9 a, c Fehr et al. (1977)     ˗ ˗ 
Napyradiomycin A1 481.4 a Shiommi et al. (1986) 481   4.963 + + 
Naphthomevalin 446.9 a Henkel & Zeeck (1991) 446   7.541; 9.648 + + 
Neocarzinostatin 659.2 a, b Zazopoulos et al. (2003)     ˗ ˗ 
Nigericin 724.9 a Harvey et al. (2007)    ˗ ˗ 
Noboritomycinas A 826.9 a Keller-Júslen et al. (1978)     ˗ ˗ 
Noboritomycinas B 840.9 a Keller-Júslen et al. (1978)     ˗ ˗ 
Nogalamycin 787.8 a, b Ylihonko et al. (1996)    ˗ ˗ 
Nonactin  736.9 a Barlet et al. (1984)     ˗ ˗ 
Oligomycin A 791.0 b, e Ikeda et al. (1993) 790   9.735 ˗ ˗ 
Oviedomycin 350.2 b Mendez et al. (2002)    ˗ ˗ 
Oxazolomycin 655.3 a, b, d Zhao et al. (2006) 655   8.224; 10.391 ˗ + 
Pactamycin 558.2 a, b, c, d Kudo et al. (2007)     ˗ ˗ 
Paulomycin A 786.2 a Argoudelis et al. (1982)    ˗ ˗ 
Paulomycin B 772.7 a Argoudelis et al. (1982) 772   10.235 + + 
Paulomycin C 758.7 a Argoudelis et al. (1988)     ˗ ˗ 
Paulomycin D 744.7 a Argoudelis et al. (1988)     ˗ ˗ 
Paulomycin E 700.6 a Argoudelis et al. (1988) 700   6.338; 8.334 + + 
Paulomycin F 702.6 a Argoudelis et al. (1988)      ˗ ˗ 
Piericidin A 415.2 a, b, e Liu et al. (2012)      ˗ ˗ 
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Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
Polyketomycin 864.2 a, b Daum et al. (2009) 864   10.156 - + 
Phoslactomycin A 599.2 b, e Fushimi et al. (1989) 
 
  
 
˗ ˗ 
Phoslactomycin B 513.2 a, b, e Fushimi et al. (1989) 
 
  
 
˗ ˗ 
Phoslactomycin C 613.6 a, e Fushimi et al. (1989) 613   9.000 ˗ + 
Phoslactomycin D 627.3 a, b, e Fushimi et al. (1989) 
 
  
 
˗ ˗ 
Phoslactomycin E 639.3 a, b, e Fushimi et al. (1989) 639   6.420; 10.459 + + 
Phoslactomycin F 641.3 a, b, e Fushimi et al. (1989) 641   10.466 + + 
Phoslactomycin H 518.2 a, b, e Fushimi et al. (1989) 518   9.234 + + 
Phoslactomycin I 470.2 a, b, e Fushimi et al. (1989) 470   9.709 + + 
Phoslactomycin J 655.3 a, b, e Fushimi et al. (1989) 655   8.224; 10.391 + + 
Pladienolide A 496.6 b Sakai et al. (2004) 
 
  
 
˗ ˗ 
Pladienolide B 522.6 b Sakai et al. (2004)     ˗ ˗ 
Platencin 425.4 a, b, e Wang et al. (2007) 425   7.536 + + 
Platensimycin  441.4 b Sheo et al. (2006)     ˗ ˗ 
Rapamycin 914.1 b, f Schwecke et al. (1995)    ˗ ˗ 
Ripromycin  524.2 b Bertasso et al. (2003)    ˗ ˗ 
Salinomycin 750.4 a, b, c Yurkovich et al. (2012) 750   9.654 + + 
Septamycin 915.1 a, c Keller et al. (1975) 915   9.109 + + 
Steffimycin 574.5 b Gullon et al. (2006)    ˗ ˗ 
Streptonigrin 506.4 a, b Rao & Cullen (1959)      ˗ ˗ 
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Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
SF2415B3 495.4 a Gomi et al. (1987)     ˗ ˗ 
Tautomycetin 606.7 b, e, f Choi et al. (2007)     ˗ ˗ 
Tautomycin 766.4 a, b, e Li et al. (2006) 
 
  
 
˗ ˗ 
Tetronomicyn 586.7 a Sun et al. (2008) 586   8.140 + + 
Tetranactin 793.0 a, b, f Suzuki et al. (1971)     ˗ ˗ 
Tirandamycin 417.4 a Meyer Curtis, (1971)     ˗ ˗ 
Tirandamycin B 433.4 a Stephen et al. (1991) 433   4.268 + + 
Tirandamycin C 387.4 a Carlson et al. (2009)     ˗ ˗ 
Tirandamycin D 401.4 a Carlson et al. (2009) 401   0.767 + + 
Thioviridamide 1346.8 a, b Hayakawa et al. (2006)     ˗ ˗ 
Thienamycin 272.3 a Kahan et al. (1979)     ˗ ˗ 
Trinactin 779.0 a Beck et al. (1962)     ˗ ˗ 
Toromycin E 496.5 a, c, d Hatano et al. (1979)     ˗ ˗ 
Urdamycin A 844.9 a, b Decker H, Haag S. (1995)    ˗ ˗ 
Urdamycin B 696.7 a, b Decker H, Haag S. (1995)    ˗ ˗ 
Vicenistatin 500.3 b Ogasawara et al. (2004) 
 
  
 
˗ ˗ 
Virginiamycin M 525.6 a Kinoshita et al. (1997)    ˗ ˗ 
Virginiamycin S 823.9 a Kinoshita et al. (1997)    ˗ ˗ 
WS9659A 333.0 a, b, e Nakayama et al. (1989)    ˗ ˗ 
WS9659B 367.0 a, e Nakayama et al. (1989)    ˗ ˗ 
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*Extratos em AcOEt do Streptomyces sp. M-81 cultivado em meio R2A; +: m/z detectada; -: m/z não detectada; Atividade: a = antibacterial; b = antitumoral; c = antiparasitária; 
d = antiviral; e = antifúngica; f = imunossupressor; g = insecticida; (F.3) Fração polar metanol 100%; (E.B) extrato bruto; RT: tempo de retenção (minutos), com base no seu 
perfil de fragmentação ESI-MS/MS e dados de literatura, tratando-se de substâncias já relatadas para o gênero Streptomyces. 
Tabela 14. Continuação 
Sustâncias Massa teórica 
(g/mol) 
Atividade Referença bibliográfica [M+H]+ [M-H]- RT F (3) EB 
YM-216391 696.2 b Sohda et al. (2005)    ˗ ˗ 
Zorbamycin 1411.5 b Wanq et al. (2007)    ˗ ˗ 
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Figura 52. Espectros de massas (ESI-MS), em modo positivo (ES+), do extrato bruto do isolado B-81 Streptomyces sp. Fingerprint (50-1500 m/z), no software MassLynx v4.1. 
Potencial do Cone +30V. 
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Figura 53. Espectros de massas (ESI-MS), em modo positivo (ES+), da fração polar (3) 100% Metanol do isolado B-81 Streptomyces sp. Fingerprint (50-1500 m/z), no 
software MassLynx v4.1. Potencial do Cone +30V. 
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Tabela 15. Perfil de UHPL-MS dos extratos brutos e a fração polar (3) Metanol 100%, no meio de 
cultura R2A do isolado bacteriano B-81 Streptomyces sp 
*B-81= Streptomyces sp., E.B.= Extrato bruto, F (3) = Fração Metanol 100%, T.R. = Tempo de retenção. 
 
Código. T. R. Massas T. R. Massas T. R. Massas T. R. Massas 
B-81 
E.B. 
 
 
0,59 
114;  
     133 
0,89 
 110; 
128 
2,15 
155; 
183; 
225; 
285 
2,40 
164; 
267; 
283; 
323 
3,39 
171; 
301 
4,10 227 4,60 
261; 
376; 
398; 
431 
4,95 
211; 
437; 
481 
5,37 
245; 
516; 
530 
 
5,67 144 6,48 
183; 
1387 
7,01 
197; 
151; 
7,84 377 8,25 581 8,74 
591; 
884; 
1158 
9,10 
356; 
374; 
411; 
432; 
818; 
840 
9,51 285 10,42 1009 10,97 
1037; 
1059 
11:46 686 
9,39 229 10,68 1021 11,05 
270; 
1049 
  
B-81 
F (3) 
0,480 
114; 
144; 
160 
0,892 
110; 
133 
2,182 155 5,174 245 
4,104 
227 
619 
4,378 
261; 
545; 
603 
4,817 211 8,770 
360; 
382 
8,139 581 8,413 
171; 
473 
8,633 
591; 
884 
1158 
10,609 
1009; 
1031 
1037 
9,182 199 9,703 228 10,170 256 10,595 
1035; 
1073; 
1080 
8,756 358 10,348 1007 10,486 1021   
10,733 
1049; 
1059 
11,144 1062 3,061 195   
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Num estudo conduzido por Goodfellow e colaboradores (2010) de 930 extratos de 
actinomicetos marinhos e terrestres foram monitorados quimicamente por HPLC-DAD 
e uma nova família de metabólitos, as abissomicina fori revelada. Esta classe de 
composto esteve presente no extrato obtido da actinobactéria Verrucosispora maris AB-
18-032 isolada do sedimento coletado no mar de Japão a uma profundidade de 289 m. 
Além disso, a partir da aplicação de estratégias de bioprospecção com a combinação de 
isolamento seletivo, procedimentos de triagem e desreplicação, foi possível a descoberta 
de novos produtos naturais a partir dos novos actinomicetos isolados de amostras de 
sedimentos geograficamente diversas (BISTER et al., 2004; RIEDLINGER et al., 2004; 
GOODFELLOW et al., 2010). 
As actinobactérias são de grande importância no campo da biotecnologia, como 
produtores de uma infinidade de metabólitos secundários bioativos com extensas 
aplicações industriais, médicas e agrícolas, os compostos derivados do gênero 
Streptomyces sp. tem uma maior importância na clínica, pela capacidade de produção de  
metabólitos secundários. Algumas espécies de Streptomyces produzem uma única 
molécula, enquanto outras produzem uma variedade de compostos diferentes que 
podem são de diferentes classes químicas (MANISAVAGAN, 2014). 
Actinomicetos em particular, do gênero Streptomyces, têm sido relacionados 
durante os últimos setenta anos como produtores prolíficos de novos compostos 
bioativos, incluindo medicamentos com ação antitumoral. Durante os últimos anos, o 
desenvolvimento de estudos oceanográficos crescentes tem levado ao isolamento de 
novos actinomicetos de fontes marinhas e ambientes extremos. Associado ao esforço 
contínuo para desvendar a biossíntese dos compostos esperamos que as terapias clínicas 
possam avançar (PELÁEZ, 2006). 
Novas metodologias estão sendo desenvolvidas para melhorar e aumentar a 
detecção em escala fina de pequenas moléculas para facilitar futuros estudos de 
metabolismo secundário, tal é o caso da espectometria de massas (ESQUENAZI et al., 
2009) que tem decifrado a dinâmica química que ocorre nas interacções microbianas. 
Estas tecnologias combinadas com os métodos de sequênciamento para identificação 
dos organismos poderão fornecer um conjunto poderoso de ferramentas para estudos 
futuros em ecologia química microbiana. A combinação da filogenia, genômica, e 
elucidação das estruturas dos metabólitos secundários demonstra a importância de uma 
abordagem interdisciplinar para a compreensão detalhada de pequenas interações 
baseadas entre as moléculas e os microorganismos. 
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5. CONCLUSÕES 
Os resultados obtidos na caracterização molecular de bactérias de lagoas salinas 
do Norte de Peru e da produção de metabólitos secundários em estudo antiproliferativo 
com linhagems tumorais, com vistas à obtenção de produtos e substâncias bioativas a 
partir do seu estudo químico/biológico possibilitaram as seguintes conclusões: 
 
• As bactérias isoladas das lagoas salinas do Norte do Peru foram na sua maioria 
pertencentes ao filo Actinobacteria, do gênero Streptomyces, além dos filos 
Proteobacteria e Firmicutes. 
• Alguns isolados pertencentes aos gêneros Pseudonocardia sp. e Streptomyces sp. 
podem ser potenciais novas espécies sendo necessário estudos taxonômicos 
complementares para confirmação e descrição destas novas espécies. 
• As melhores atividades antiproliferativas foram detectadas nos extratos brutos 
obtidos dos isolados B-81, M-92 e B-146 identificados por sequenciamento do gene 
DNAr 16S como pertencentes ao gênero Streptomyces. O extrato bruto do isolado 
B-8 também apresentou boa atividade antiproliferativa, entretanto, não foi possível 
sua identificação taxonômica. 
• As análises de metabólitos secundários dos isolados M-81, B-92 e B-146 
pertencentes ao gênero Streptomyces mostraram que o meio de cultura com maior 
potencial para a produção dos extratos e isolamento dos metabólitos secundários é o 
meio R2A. 
• O extrato bruto do isolado B-81, Streptomyces sp. em meio R2A foi o mais 
promissor frente às 9 linhagens tumorais: Glioma U251 (TGI 1,6 ug/ mL); Mama 
MCF-7 (TGI: 8,0 ug/ mL); Pulmão NCI-H460 (tipo células não pequenas) (TGI: 
11,2 ug/ mL); Leucemia K562 (TGI: 11,6 ug/ mL); Ovário OVCAR-3 (TGI: 19,4 
ug/ mL); Melanoma UACC-62 (TGI: 21,3 ug/ mL); Ovário NCI-ADR/RES * (com 
fenótipo de resistência a múltiplos fármacos) (TGI: 31,0 ug/ mL); Adenocarcinoma 
de rim 786-O (TGI: 39,0 ug/ mL); Cólon HT-29 (TGI: 89,7 ug/ mL). 
• A fração polar (3) 100% Metanol em meio R2A foi mais bioativa frente a Glioma 
U251 (TGI 38,3 ug/ mL); Ovário OVCAR-3 (TGI: 62,1 ug/ mL) e Leucemia K562 
(TGI: 81,5 ug/ mL). 
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• A fração de meia polaridade (4) Metanol-Acetato 1:1 v. em meio R2A foi mais 
bioativa frente à Glioma U251 (TGI 73,5 ug/ mL); Ovário OVCAR-3 (TGI: 81,6 ug/ 
mL) e Melanoma UACC-62 (TGI: 89,4 ug/ mL) 
• No extrato bruto do isolado B-81 Streptomyces sp. foram detectadas as substâncias 
com m/z similares às moléculas descritas na literatura para o gênero Streptomyces 
tais como m/z 500 (Benastatina A); m/z 655 (Oxazolomicina); m/z 864,0 
(Poliquetomicina), das quais são referenciadas com potencial antitumoral entre 
outras; no entando, a foslactomicina com m/z de 613, so tem referençã descrita para 
as atividades antimicrobiana e antifúngica. 
• Na fração ativa (3) metanol 100% do isolado B-81 Streptomyces sp. foram 
detectadas as substâncias com m/z similares a das moléculas descritas na literatura 
para o gênero Streptomyces tais como m/z 1255 (actinomicina D); m/z 623 
(azinomicina B) das quais estão referenciadas com potencial antitumoral entre 
outras; contudo, asparinomicina A com m/z de 340 e 0 (cefamicina C) m/z 446, tem 
referência descrita apenas para atividade antimicrobiana. 
• De acordo com o fingerprint da desreplicação das substâncias presentes na fração 
polar, a riqueza do seu perfil químico ainda é grande estando representado pelas 
massas dos compostos produzidos como metabólitos secundários do isolado B-81 
Streptomyces sp. 
• Bactérias oriundas das salinas não são conhecidas por apresentarem poucos estudos 
documentados na literatura e os resultados deste estudo possibilitam concluir que 
produtos naturais obtidos a partir destas matrizes são importantes por apresentar 
metabólitos bioativos com grande diversidade biomolecular.  
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
A continuidade dos estudos se faz necessária para a obtenção de maiores 
informações pela importância deste tipo de microorganismos na produção de 
metabólitos secundários : 
• Caracterização química dos metabólitos secundários a partir destas estirpes 
bacterianas e suas matrizes moleculares; 
• Estudos taxonômicos complementares para confirmação e descrição destas novas 
espécies; 
• Criação de um banco de dados que permitam uma melhor e rápida tipificação das 
biomoléculas; 
• Uso de novas técnicas como RMN na detecção e caracterização química 
antiproliferativa, etc. 
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8. ANEXOS 
 
ANEXO 1. Caracterização morfológica das bactérias isoladas das salinas do Norte do Peru classificadas em diferentes grupos pelo pigmento 
produzido pelas colônias bacterianas. 
 
COLÔNIAS BRANCAS 
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-7 Lagoa 7 8 dias Positiva Circular Creme Creme 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-33 Lagoa 3 7 dias Positiva Ondulado Creme Amarelo 
claro 
4 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Ondulado 
M-38 Lagoa 3 8 dias Positiva Dentado Cinza Cinza 2,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-249 Lagoa 2 15 dias Positiva Circular Branca Branca 1 mm Não Convexa Papilado Granular Filamentoso 
B- 254 Lagoa 2 21 dias Positiva Irregular Branca Branca 2,5 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Papilado 
B-255 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo 
obscuro 
1 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Lobado 
B-257 Lagoa 2 7 dias Positiva Filamentosa Branco Cinza 3,5 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-264 Lagoa 2 7 dias Positiva Circular Branco Cinza 4,5 mm Sim Forma de 
gota 
Papilado Granular  Filamentosa 
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COLÔNIAS CREMES 
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superficie Arranjo 
 
Borda 
M-2 Lagoa 2 21 dias Positiva Irregular cremes amarelo 2,5 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Papilado 
M-11 Lagoa 11 8 dias Positiva Circular Amarelo amarelo 1 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Lobado 
M-12 Lagoa 12 8 dias Positiva Circular Creme Creme 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-13 Lagoa 13 7 dias Positiva Ondulado Creme Amarelo 
claro 
4 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Ondulado 
M-21 Lagoa 2 8 dias Positiva Dentado Creme Amarelo 
claro 
2,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-25 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular Creme Creme 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-31 Lagoa 3 7 dias Positiva Ondulado Creme Amarelo 
claro 
4 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Ondulado 
M-35 Lagoa 3 8 dias Positiva Dentado Cinza Amarelo 
claro 
2,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-49 Lagoa 4 8 dias Positiva Circular Creme Crema 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-54 Lagoa 5 7 dias Positiva Ondulado Creme Amarelo 
claro 
4 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Ondulado 
M-59 Lagoa 5 8 dias Positiva Dentado Cinza Cinza 2,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-66 Lagoa 6 8 dias Positiva Circular Creme Creme 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-61 Lagoa 6 7 dias Positiva Ondulado Creme Amarelo 
claro 
4 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Ondulado 
M-62 Lagoa 6 8 dias Positiva Dentado creme Amarelo 
claro 
2,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
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Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superficie Arranjo 
 
Borda 
M-67 Lagoa 6 8 dias Positiva Circular Creme Creme 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-68 Lagoa 6 7 dias Positiva Ondulado Creme Amarelo 
claro 
4 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Ondulado 
M-14 Lagoa 14 8 dias Positiva Dentado Creme Amarelo 
claro 
2,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-122 Lagoa 12 8 dias Positiva Circular Creme Creme 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-70 Lagoa 7 7 dias Positiva Ondulado Creme Amarelo 
claro 
4 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Ondulado 
M-71 Lagoa 7 8 dias Positiva Dentado Amarelo 
claro 
Amarelo 
claro 
2,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-72 Lagoa 7 8 dias Positiva Circular Crema Creme 2 mm Sim Umbonada Papilado Filamentoso Filamentoso 
M-73 Lagoa 7 21 dias Positiva Irregular Branca Amarelo  2,5 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Papilado 
M-75 Lagoa 7 8 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo 1 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Lobado 
M-77 Lagoa 7 8 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo 
claro 
2 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-90 Lagoa 9 8 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo 
claro 
2 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-163 Lagoa 1 8 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo 
claro 
2 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-217 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo 
claro 
2 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-253 Lagoa 2 7 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo  2 mm Sim Convexa Papilado Granular Denteado 
             
163 
 
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superficie Arranjo 
 
Borda 
B-256 Lagoa 2 7 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo  1 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-279 Lagoa 2 7 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo  1 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-281 Lagoa 2 21 dias Positiva Irregular Amarelo Amarelo  2,5 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Papilado 
B-283 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular Amarelo Amarelo 1 mm Não Umbilicada Papilado Irregular Lobado 
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COLÔNIAS CINZAS ESCURAS 
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
B-161 Lagoa 1 7 dias Positiva Filamentosa cinza Cinza 3,5 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-225 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-242 Lagoa 2 21 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 1,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-243 Lagoa 2 21 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 1,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-250 Lagoa 2 21 dias Positiva Filamentosa cinza cinza puntiforme Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-258 Lagoa 2 7 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 1,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-259 Lagoa 2 7 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 1,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-268 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-269 Lagoa 2 28 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-274 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-4 Lagoa 4 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
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Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-16 Lagoa 1 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-23 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-29 Lagoa 2 21 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-30 Lagoa 3 7 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Não Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-34 Lagoa 3 7 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Não Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-37 Lagoa 3 8 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-40 Lagoa 4 28 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-43 Lagoa 4 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-55 Lagoa 5 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-57 Lagoa 5 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-69 Lagoa 6 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-98 Lagoa 9 21 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
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COLÔNIAS CINZAS CLARAS  
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-1 Lagoa 1 7 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-3 Lagoa 3 7 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-19 Lagoa 1 8 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-22 Lagoa 2 28 dias Positiva Circular cinza cinza 1,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-26 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 1,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-27 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-28 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-44 Lagoa 4 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-83 Lagoa 8 21 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 1,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-95 Lagoa 9 7 dias Positiva Circular cinza cinza 1,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-110 Lagoa 11 7 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
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Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
B-215 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-240 Lagoa 2 28 dias Positiva Circular cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-241 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular cinza cinza 1,0 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-245 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 1,5 mm Sim Convexa Papilado Granular com 
halo filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-247 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-264 Lagoa 2 8 dias Positiva Filamentosa cinza cinza 2,0 mm Sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
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COLÔNIAS MARROM-CINZAS 
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-15 Lagoa 1 15 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-53 Lagoa 5 7 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,0 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-58 Lagoa 5 7 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-65 Lagoa 6 8dias Positiva Irregular marrom marrom 2,0 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-74 Lagoa 7 15 dias Positiva Irregular marrom marrom 3,0 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-76 Lagoa 7 28 dias Positiva Irregular marrom marrom 3,0 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-80 Lagoa 8 15 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-87 Lagoa 8 7 dias Positiva Irregular marrom marrom 1,0 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-114 Lagoa 11 8 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,0 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
M-134 Lagoa 1 8dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-237 Lagoa 2 7dias Positiva Irregular marrom marrom 2,0 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-246 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-248 Lagoa 2 15 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-252 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-273 Lagoa 2 15 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
B-284 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular marrom marrom 2,5 mm Sim Umbonada Irregular Irregular Filamentosa 
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COLÔNIAS MARROM-BRANCA 
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-6 Lagoa 6 15 dias Positiva Circular branca marrom 4,5 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-9 Lagoa 9 8 dias Positiva Circular branca marrom 3,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-10 Lagoa 10 8 dias Positiva Circular branca marrom 4,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-17 Lagoa 1 8 dias Positiva Circular branca branca 3,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-20 Lagoa 2 15 dias Positiva Circular branca branca 2,0 mm sim umboana papilado Irregular Filamentosa 
M-24 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular marrom branca 2,5mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-25 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular marrom branca 3,0 mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-26 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular marrom branca 2,5 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-32 Lagoa 3 8 dias Positiva Irregular marrom branca 4,0 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-36 Lagoa 3 8 dias Positiva Irregular marrom branca 3,0 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
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Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-39 Lagoa 3 8 dias Positiva Irregular marrom branca 2,0 mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-41 Lagoa 4 7 dias Positiva Irregular marrom branca 2,5mm sim Convexa Papilado Granular 
filamentosa 
Denteado 
filamentoso 
M-42 Lagoa 4 7 dias Positiva Irregular marrom branca 3,0 mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-46 Lagoa 4 7 dias Positiva Irregular branca marrom 4,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-47 Lagoa 4 7 dias Positiva Irregular branca marrom 3,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-48 Lagoa 4 7 dias Positiva Irregular branca marrom 2,0 mm Não umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-50 Lagoa 5 15 dias Positiva Circular branca marrom 2,5mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-51 Lagoa 5 8 dias Positiva Circular branca marrom 3,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-52 Lagoa 5 8 dias Positiva Circular branca marrom 2,5 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-56 Lagoa 5 8 dias Positiva Irregular branca marrom 4,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-60 Lagoa 6 15 dias Positiva Irregular branca marrom 3,0 mm sim umbonada Irregular Irregular filamentosa 
M-63 Lagoa 6 8 dias Positiva Irregular branca marrom 2,0 mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-64 Lagoa 6 15 dias Positiva Irregular branca marrom 2,5mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
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Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio 
no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
M-88 Lagoa 8 8 dias Positiva Circular branca marrom 3,0 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-113 Lagoa 11 8 dias Positiva Circular branca marrom 2,5 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
M-122 Lagoa 12 8 dias Positiva Circular branca marrom 4,0 mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-143 Lagoa 14 15 dias Positiva Irregular branca marrom 3,0 mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
M-145 Lagoa 14 15 dias Positiva Irregular branca marrom 4,0 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-255 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular branca marrom 3,0 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-271 Lagoa 2 8 dias Positiva Irregular branca marrom 2,0 mm Não Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
B-272 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular branca marrom 2,5mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-277 Lagoa 2 15 dias Positiva Circular branca marrom 3,0 mm sim Convexa Papilado Granular com 
halo 
filamentoso 
Denteado 
filamentoso 
B-280 Lagoa 2 8 dias Positiva Circular branca marrom 2,5 mm sim Umbilicada  Irregular Filamentosa Filamentosa 
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COLÔNIAS NÃO FILAMENTOSAS 
Código 
colônias 
Origen 
das 
bactérias 
Crescimento Gram Forma Cor do 
micélio 
aéreo 
Cor do 
micélio no 
substrato 
Tamanho Halo  Elevação Superfície Arranjo Borda 
B-8 Lagoa 8  1 dia Positiva circular Claro 
traslucido 
Claro 
traslucido 
1,5 mm Não plana interira lisa Irregular 
B-10 Lagoa 10 1 dia Positiva circular Transparente Transparente 1,0 mm Não plana inteira lisa irregular 
B-18 Lagoa 1 1 dia Positiva circular Amarelo Amarelo 1,0 mm Não plana inteira lisa circular 
B-78 Lagoa 7 1 dia Positiva circular Amarelo Amarelo 1,5 mm Não plana inteira lisa circular 
B-79 Lagoa 7 1 dia Positiva circular Amarelo Amarelo 1,0 mm Não plana inteira lisa circular 
B-84 Lagoa 8 1 dia Positiva circular Amarelo Amarelo 2,0 mm Não plana inteira lisa circular 
B-89 Lagoa 8 1 dia Positiva circular claro claro 1,0 mm Não plana inteira lisa circular 
B-90 Lagoa 9 1 dia Positiva circular Amarelo Amarelo 1,0 mm Não plana inteira lisa circular 
B-112 Lagoa 11 1 dia Negativa circular Verde Verde 1,0 mm Não plana inteira lisa circular 
M-231 Lagoa 2 1 dia Negativa circular Claro Claro 2,0 mm Não plana inteira lisa circular 
M-232 Lagoa 2 1 dia Negativa circular Transparente Transparente 2,5 mm Não plana inteira lisa Irregular 
M-234 Lagoa 2 1 dia Negativa circular Claro 
translúcido 
Claro 
translúcido 
1,0 mm Não plana inteira lisa Irregulaar 
M-254 Lagoa 2 1 dia Negativa circular claro claro 1,0 mm Não plana inteira lisa circular 
M-258 Lagoa 2 1 dia Negativa circular Amarelo Amarelo 1,5 mm Não plana inteira lisa circular 
M-260 Lagoa 2 1 dia Negativa circular Amarelo Amarelo 1,0 mm Não plana inteira lisa circular 
M-261 Lagoa 2 1 dia Negativa circular Amarelo Amarelo 1,5 mm Não plana inteira lisa circular 
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ANEXO 2. Perfis dos extratos brutos dos isolados bacterianos com baixa atividade 
antiproliferativa frente a três linhagens de células tumorais; A. Experimento 
160822; B. Experimento 161121. 
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Linhagens tumorais humanas: u = U251 (glioma), m = MCF-7 (mama); 4 = NCI-H460 (pulmão, tipo não 
pequenas células). TGI: Total Growth Inhibition – concentração necessária para inibir totalmente o 
crescimento celular. 
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B. Experimento 161121 
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Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); MCF7 (mama); NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células). 
*>25 µg/mL; ** >250 µg/mL 
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ANEXO 3. Perfil químico cromatográfico. Modo positivo e negativo do extrato bruto e  
suas frações do isolado bacteriano de B-81 (Streptomyces sp) a maior escala 
nos meios R2A, ISP2 e NB. 
 
AVALIANDO FRAÇÕES IGUAIS EM DIFERENTES MEIOS 
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ANEXO 4. Desreplicação das substâncias detectadas do isolado B-81 Streptomyces sp. 
geradas no MS-MS, perfil ESI-MS (m/z 312-1255), com seus tempos de 
retenção geradas da comparação com as moléculas descritas nas bases de 
dados para este gênero descritos na Tabela 15.  
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623 (8.720) 
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01-06-17
m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
%
0
100
RAN1 5 (6.420) 56: Daughters of 639ES- 
7.36e5640
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675
%
0
100
RAN1 1 (8.741) 143: Daughters of 668ES+ 
6.77e5668
638
668
01-06-17
m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660
%
0
100
RAN1 2 (10.391) 272: Daughters of 655ES+ 
5.63e5656
655
01-06-17
m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
%
0
100
RAN1 3 (10.459) 246: Daughters of 639ES+ 
4.11e5639
636
295
01-06-17
m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
%
0
100
RAN1 3 (10.466) 247: Daughters of 641ES+ 
1.09e6641
638
639 (6.420) 
 
639(10.459) 
641 (10.466) 
 
 
 
 
 
655 (10.391) 
 
 
 
 
668 (8.741) 
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01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
%
0
100
RAN1 9 (6.338) 51: Daughters of 700ES+ 
6.58e5700
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675
%
0
100
RAN1 2 (8.547) 112: Daughters of 674ES+ 
1.67e5675
130
569340
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725
%
0
100
RAN1 2 (9.347) 151: Daughters of 720ES+ 
6.02e5720
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
%
0
100
RAN1 3 (8.334) 80: Daughters of 700ES+ 
5.58e5701
373
658
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725
%
0
100
RAN1 2 (10.326) 250: Daughters of 720ES+ 
1.14e6720
720
674 (8.547) 
 
 
 
700 (6.338) 
 
700 (8.334) 
 
 
 
720 (10.326) 
 
 
 
 
 
720 (9.347) 
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01-06-17
m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
%
0
100
RAN1 3 (8.371) 87: Daughters of 811ES- 
1.72e5812
579
469329 633618592 718
01-06-17
m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
%
0
100
RAN1 1 (10.156) 275: Daughters of 864ES+ 
4.15e5864
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775
%
0
100
RAN1 2 (10.235) 231: Daughters of 772ES+ 
1.48e6772
227 368
772
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775
%
0
100
RAN1 2 (9.353) 152: Daughters of 783ES+ 
6.48e5783
783
01-06-17
m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750
%
0
100
RAN1 2 (9.654) 198: Daughters of 750ES+ 
1.35e6750
624
115
271
601
750
750 (9.654) 
 
772 (10.235) 
783 (9.353) 
 
811 Modo negativo (8.371) 
 
 
 
 
864 (10.156) 
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01-06-17
m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
%
0
100
RAN1 2 (8.084) 96: Daughters of 939ES+ 
6.55e5940
939
255
01-06-17
m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
%
0
100
RAN1 1 (8.848) 161: Daughters of 1255ES+ 
2.02e51254
137 901719 1114
01-06-17
m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
%
0
100
RAN1 1 (8.968) 178: Daughters of 1025ES+ 
1.97e61025
1024
221 1026
01-06-17
m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
%
0
100
RAN1 1 (9.109) 200: Daughters of 915ES+ 
1.64e6915
113 185 588
01-06-17
m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
%
0
100
RAN1 1 (9.202) 213: Daughters of 1027ES+ 
4.16e51029
1028
1027
295107
915 (9.109) 
 
 
 
 
 
939 (8.084) 
1025 (8.968) 
 
 
 
 
 
 
1027 (9.202) 
 
 
 
 
 
 
1255 (8.848) 
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ANEXO 5.  Perfil de UHPL-MS dos extratos brutos e as frações 1: aquosa; 2: metanol-
H2O; 3: metanol, em três meios de cultura (R2A, ISP2 e NB) pertencentes 
às frações polares do isolado bacteriano B-81 (Streptomyces sp.) 
Cod. T. R Massa T. R Massa T. R Massa T. R Massa 
B-81 ISP2(1) 
Fração 
1 
0,40 
114, 
142, 
160 
1,06 
189; 
239 
7,89 
377; 
398 
8,25 
581; 
603 
9,27 
149, 
301, 
333 
9,90 285 10,34 
341; 
872 
10,31 
213; 
379 
11,32 361 0,27 
942; 
1095 
0,41 308 1,04 1294 
1,24 
198, 
216 
1,70 182 1,98 186 4,68 480 
10,10 326 10,90 1034 11,39 1383 11,59 1437 
B-81 ISP2(2) 
Fração 
2 
0,43 
114; 
142; 
160 
0,89 
119; 
128 
1,03 189 3,77 266 
4,845 211 6,218 1128 6,740 277; 8,222 581 
8,798 
360; 
382 
9,512 
388; 
410 
9.924 
420; 
 464; 
508; 
552 
596; 
640; 
684; 
728; 
772; 
816 
10,500 
872; 
1030 
10,692 1044 10,775 1036 10,802 1058 1,070 198 
4,914 850 5,133 1328 6,945 117 7,330 344 
8,235 579 8,839 358 9,279 372 9,498 386 
9,992 325 10,514 1006 10,679 1020 10,788 1034 
11,447 1394       
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B-81 ISP2(3) 
Fração 
3 
0,261 
114; 
142; 
160 
0,920 
110; 
128 
1,084 113 2,210 127 
3,720 1030 4,297 116 4,873 211 8,251 
339; 
468; 
581; 
1162; 
8,882 
360; 
382 
9,569 
388, 
410 
9,706 941 9,980 
420; 
464; 
508; 
552 
596; 
640, 
684; 
728; 
772; 
816 
10,585 1030 10,832 
1036; 
1058 
1,071 198 5,216 309 
6,452 1415 7,386 
345; 
387 
8,868 357 9,335 372 
9,555 386 10,571 1006 10,763 1020 10,736 1034 
B-81 NB (1) 
Fração 
1 
0,425 
114, 
142, 
160 
1,029 189 1,414 
239; 
432 
1,469 193 
2,237 504 2,979 355 10,831 414 0,714 1224 
1,098 1249 1,620 675 5,710 995 6,232 1076 
7,440 313 9,033 1214 10,076 326 10,817 1034 
B-81 NB (2) 
Fração 
2 
0,343 
114; 
142; 
160 
0,892 128 1,029 189 1,853 153 
4,159 227 4,955 211 6,905 730 9,073 
356, 
432 
9,183 
302; 
333; 
10,556 380 1,043 151 2,004 1168 
198 
 
415; 
472 
6,122 1318 6,479 1134 7,467 547 8,565 465 
9,087 408 9,169 449 10,789 1034 11,421 111 
B-81 NB (3) 
Fração 
3 
0,261 
114; 
142; 
160 
0,892 128 2,183 155 4,900 211 
4,104 228 4,379 261 5,202 245 5,669 144 
8,914 581 8,523 473 8,978 360 8,963 586; 
9,347 614 9.512 388 9.622 941 9.951 
442; 
486; 
508; 
530; 
552 
596; 
618, 
640, 
662, 
684, 
728, 
772 
10,500 1030 10,829 1036 2,114 1009 3,157 248 
3,734 110 6,259 187 7,878 408 8,290 406 
8,592 
465; 
930 
8,812 358 9,169 
449; 
898 
9,635 939 
9,910 499 10,514 1006 10,706 1020 10,778 1034 
B-81 R2A (1) 
 
Fração 
1 
0,398 
114; 
142; 
160 
0,864 110 1,002 189 4,007 227 
4,214 1441 4,790 211 5,724 610 10,528 380 
10,803 413 1,894 1237 4,749 524 5,710 607 
7,385 1144 9,416 312 9,993 326 10,816 
340; 
1034 
B-81 R2A (2) 
 
 
Fração 
2 
0,288 
114; 
142; 
160 
1,057 
115; 
189 
3,857 198 4,104 227 
4,626 261 4,790 212 5,202 245 7,838 377; 
199 
 
           
*=Fração H2O 100%, (2) =Fração H2O 50%-Metanol 50%, (3) =Fração Metanol 100%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
399 
8,140 581 8,195 754 8,799 
360; 
382 
9,210 199 
9,732 227 10,336 1009 8,785 358 9,252 
372; 
1366 
10,377 1007 10,514 1021 10,624 1035 10,981 1049 
11,146 1063       
200 
 
 
ANEXO 6. Declaração de bioética e biossegurança 
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